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El Síndrome de Lynch (SLy) es una enfermedad hereditaria que involucra, entre otros 
tumores, al cáncer colorrectal (CCR). El 95% de los casos de CCR relacionados a SLy 
presentan inestabilidad de secuencias microsatélites (MSI) en el ADN; de allí surge la 
importancia del estudio de estos fragmentos genómicos repetitivos en tandem. Además, el 
análisis de MSI se propone como una herramienta en la decisión de implementar tratamiento 
adyuvante. Se propuso estudiar la MSI a nivel clínico en casos de CCR en pacientes de 
nacionalidad argentina (Córdoba y provincias aledañas) y además realizar un análisis 
poblacional del grado de monomorfismo de los microsatélites BAT25 y BAT26, adicionando 
a CAT25, un nuevo marcador microsatélite aún no estudiado en Argentina. 
Se estudiaron 110 pacientes adultos con diagnóstico de CCR; aquellos que presentaron 
inestabilidad demostrada en el análisis [MSI(+)], fueron correlacionados con los criterios de 
Bethesda modificados (CBM) y variables clínicas. Además, 9 de estos tumores fueron 
estudiados por inmunohistoquímica (IHQ) para identificación de enzimas reparadoras del 
ADN. El estudio poblacional de monomorfismo fue realizado en muestras de ADN de 
leucocitos de 208 personas adultas libres de tumor. 
La frecuencia de MSI en los CCR analizados fue de 10% (11/110). Los resultados del análisis 
de CAT25 en MSI fueron comparables con los encontrados utilizando el panel completo en 
CCR. El estudio poblacional demostró cuasimonomorfismo en los microsatélites del panel. El 
análisis de la IHQ mostró expresión incorrecta de las enzimas reparadoras en 9/9 casos. La 
localización del tumor en colon derecho (p=0,0001), con característica histológica mucinosa 
(p=0,003) y el género femenino (p=0,003), tuvieron asociación con la condición MSI(+). En 
10/11 pacientes con CCR MSI(+) pudieron aplicarse los CBM, 3 los cumplían y 7 no. La 
sobrevida global (SG) fue mejor en pacientes con CCR MSI(+) que en aquellos con CCR 
MSI(-), en tanto que el análisis de sobrevida libre de enfermedad (SLE) no mostró diferencias 
entre los grupos. 
El porcentaje de MSI hallado en CCR concuerda con lo publicado anteriormente. La 
incorporación de CAT25 produjo resultados no reportados con anterioridad para Argentina, 
mostrando la mejor efectividad de los tres marcadores para identificar un tumor MSI(+). La 
condición cuasimonomórfica del panel, permite estudiarlos en el tumor sin dependencia de 
tejido normal. Según el cumplimiento de los CBM, 3/10 sugieren ser casos hereditarios y 7/10 
esporádicos. Los hallazgos de SG pueden colaborar en la decisión de no suministrar terapia 
adyuvante en pacientes que poseen CCR MSI(+) en estadio II. 




Lynch syndrome (SLy) is an inherited disease that involves colorectal cancer (CCR), among 
other tumors. Microsatellite instability (MSI) is found in 95% of SLy-related cases; this is the 
reason why the study of these repetitive genomic fragments in tandem is relevant. In addition, 
MSI analysis has been proposed as a useful tool in decision-making of adjuvant treatment.  
Our goals were to study MSI in Argentine patients with diagnosis of CRC (Córdoba and 
surrounding provinces) and to perform a population analysis of the degree of monomorphism 
of BAT25 and BAT26 microsatellites, incorporating CAT25, a new microsatellite marker that 
has not been studied in Argentina to date. 
In this study, 110 adult patients with diagnosis of CRC were analyzed. Patients with CCR and 
instability demonstrated in the analysis [MSI(+)], were correlated with modified Bethesda 
criteria (CBM) and clinical variables. Besides, 9 from these MSI(+) tumors were studied by 
immunohistochemistry (IHQ) technique for identification of DNA repair enzymes. The 
population-based monomorphism study was performed on leukocyte DNA samples from 208 
tumor-free adult subjects. 
The frequency of MSI in the analyzed CCR cases was 10% (11/110). The results of CAT25 
analysis in MSI testing were comparable to those found using the complete panel in CCR. 
The population study demonstrated quasimonomorphism in the panel of microsatellites. IHC 
analysis showed incorrect expression of the repairing enzymes in 9/9 cases. Tumor location in 
the right colon (p = 0.0001), mucinous histological findings (p = 0.003) and female gender (p 
= 0.003), were associated with MSI(+) condition. In 10/11 patients with MSI(+) CCR, the 
CBM could be applied, 3 patients fulfilled the criteria and 7 did not. Overall survival (OS) 
was better in patients with MSI(+) CCR than in those with MSI(-) CCR, while disease-free 
survival (SLE) analysis did not show any differences between groups.  
The percentage of MSI found in CCR was in accordance with previously published reports. 
The addition of CAT25 yielded unreported results in Argentina, showing the best 
effectiveness of the three markers to identify MSI(+) tumors. The quasimonomorphic 
condition of the panel allows studying the tumor without dependence from normal tissue. 
According to the compliance with the CBM, 3/10 patients appeared to be hereditary cases and 
7/10 sporadic. The finding of OS can assist in the decision of avoid adjuvant therapy in 
patients with MSI(+) CCR in stages II. 
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1. Cáncer Colorrectal (CCR) 
 
El CCR es uno de los cánceres más estudiados, debido no solo a su alta prevalencia, 
sino también a la aparición de lesiones precursoras (adenomas tubulares, vellosos y serrados) 
que pueden identificarse mediante endoscopía, para luego ser extirpadas (1). Es una 
enfermedad multifactorial influenciada por determinantes genéticos y ambientales. En la 
actualidad, cuando se diagnostica un cáncer colorrectal, en más del 60% de los casos la 
enfermedad ya se encuentra avanzada a nivel regional o a distancia. El grado de avance es el 
principal factor que influye en la sobrevida global, que se ubica en alrededor del 60%. Así es 
que cuando el diagnóstico se efectúa en etapas tempranas (Estadios I y II), situación que 
ocurre sólo en el 37% de los casos, la sobrevida global puede superar el 90% (2). 
Se estima que la dieta, el estilo de vida y otros factores no genéticos poseen un 
impacto elevado en el riesgo de desarrollar CCR; sin embargo, actualmente, algunas de estas 
variables son controversiales cuando se las evalúa para predisposición o protección en CCR, 
sobre todo los componentes de la dieta (3). Un estudio realizado en Córdoba, Argentina, 
encontró que la cocción de carnes a altas temperaturas y la cercanía de la fuente de calor a las 
mismas se correlacionaban con un incrementado riesgo de generación de CCR (4). 
La factores genéticos tienen un rol fundamental en la predisposición, iniciación y 
progresión del CCR (5). La disponibilidad de biopsias de CCR para realizar estudios 
genéticos ha hecho posible determinar cuáles mutaciones somáticas ocurren en ciertos genes 
durante esta secuencia de eventos y hasta se puede estimar en algunos casos el orden de 
aparición de estas alteraciones (5). Por ejemplo, las mutaciones en el gen APC (Adenomatous 
polyposis coli) que predispone a la Poliposis adenomatosa familiar (FAP) aparecen como un 
evento temprano, a menudo seguido por mutaciones en los genes de la familia RAS. Por el 
contrario, cambios en TP53 tienden a ocurrir tardíamente (6, 7). 
El CCR es tradicionalmente dividido en esporádico y hereditario. La mayoría de los 
textos denotan que existe una tasa de 20 a 25% de CCR hereditarios, aunque la proporción de 
todos los casos que se consideren familiares depende del criterio que se utilice para definirlo 
como tal. Por ejemplo, de todos los pacientes con diagnóstico de CCR en Finlandia y Suecia, 
11 a 13% tienen al menos un familiar de primer grado con CCR (8, 9) y en Australia esta 
condición es del 16% (10). Sin embargo, la proporción es mucho mayor si se consideran 
familiares de segundo y tercer grado. Es debatible considerar que una patología como el CCR 
es de origen hereditario cuando un paciente que presenta dicho tumor, posee familiares con 
cánceres de otro tipo, en particular aquellos que pueden ser causados por mutaciones en genes 
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que predisponen a más de un tipo de cáncer. Un estudio demostró que 53% de todos los 
probandos con CCR tenían familiares de primer grado con cáncer (8). 
Con excepción de los síndromes de cáncer claramente de origen hereditarios, en el 
presente, no es posible determinar si un caso dado de cáncer diagnosticado en una familia 
posee predisposición heredada con otro integrante afectado, o se manifestó por simple 
desarrollo. Similarmente en un caso ―esporádico‖, la ausencia aparente de historia familiar de 
cáncer puede no reflejar la situación verdadera de un componente de predisposición heredado. 
Esto puede ocurrir por varias razones, tales como tamaño familiar pequeño, adopción, 
diagnóstico erróneo, azar y antecedentes familiares acotados. Por lo que la distinción entre los 
casos esporádicos y hereditarios es aún confusa para muchos casos. 
Para estimar si una dada enfermedad es heredada o no, se pueden realizar dos tipos de 
estudios: uno es utilizando una cohorte poblacional, en donde se examinan las historias 
familiares para un determinado rasgo fenotípico desde una cohorte de individuos que 
presentan dicho rasgo. Se registra luego, el número de familiares de primer grado que poseen 
el rasgo fenotípico buscado. Esta proporción es comparada con la proporción esperada 
obtenida desde un grupo control, para de esa forma obtener una relación o tasa, a menudo 
referida como la tasa de riesgo familiar. Este método elimina la influencia de fenocopias 
(casos en los cuales el rasgo se presentó por azar en los familiares estudiados). Se han 
realizado estudios de esta clase que demuestran una significativa aunque moderada tasa de 
riesgo hereditario (2 a 4) para el CCR si se la compara con tumores de tiroides, testículo y 
laringe (tasas de riesgo ≥ 8) (11–13). La otra forma de obtener estos valores es el estudio en 
gemelos, en donde se minimiza el componente del ambiente cuando en estos casos es 
compartido (5). Un estudio que incluyó 44.788 pares de gemelos desde Suecia, Dinamarca y 
Finlandia, encontró que el CCR era el segundo en importancia (luego del cáncer de próstata) 
de acuerdo a su predisposición genética del 35% (14). Sin embargo, la identificación de casos 
hereditarios en CCR en el presente, no se ve reflejada en este porcentaje, por lo que se deduce 
que quedan componentes genéticos sin descubrir aún no relacionados a este cáncer, como por 
ejemplo,  alelos alterados de baja penetrancia (15, 16). 
 
 
1.2 Epidemiología del CCR 
 
Según los últimos datos publicados desde la Agencia Internacional para la 
Investigación del Cáncer (IARC) en el año 2012, en el mundo, hubo 14,1 millones de nuevos 
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casos de cáncer y 8,2 millones de muertes debido a esta enfermedad. Los cánceres más 
comúnmente diagnosticados fueron: pulmón (1,82 millones), mama (1,67 millones) y CCR 
(1.36 millones) (17). 
Según cifras del Instituto Nacional del Cáncer de Argentina, el CCR es el segundo tipo 
de cáncer por frecuencia poblacional; ya que representa el 11,8% de todos los casos en ambos 
sexos, solo superado por el de mama (16,8%). Además, este Instituto reporta que se 
diagnostican más de 13.000 nuevos casos por año y mueren más de 7.000 personas a causa de 
este cáncer en nuestro país. 
Las siguientes figuras (Figuras 1, 2 y 3) fueron extraídas de la página web del IARC; 
en las mismas se puede visualizar desde un panorama general de todos los tipos de cáncer en 
el mundo, hasta la cantidad de casos de CCR en Argentina, notificando además su mortalidad. 
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Figura  1. Distribución de los tipos de cáncer a nivel mundial 
Se logra observar la distribución (en miles) de diferentes tipos de cáncer en regiones del mundo desarrolladas y 
en desarrollo. El CCR ocupa el cuarto y quinto lugar según su incidencia, en países desarrollados o en 
desarrollo respectivamente. Superado en ambas regiones por cáncer de pulmón y mama. En cuanto a 
mortalidad es la segunda causa de muerte en países desarrollados y la cuarta en países en desarrollo. 
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Figura  2. Distribución del Cáncer colorrectal a nivel mundial 
Se puede apreciar la incidencia y mortalidad del CCR a nivel mundial para ambos sexos. En regiones más 
desarrolladas la incidencia del CCR es mayor que en regiones menos desarrolladas. Además existe un número 
mayor de casos en hombres que en mujeres independientemente de la región analizada.  
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Figura  3. Cáncer colorrectal en Argentina 
Se ve reflejada la situación del CCR en la Argentina, teniendo en cuenta los nuevos casos y muertes, ya sea en 
hombres como en mujeres. Se puede observar un número mayor de casos de CCR en hombres, en donde ocupa 
el tercer lugar ya que es precedido por el de próstata y pulmón. En tanto que en mujeres solo lo supera en 
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1.2.1 Situación epidemiológica del CCR en Córdoba 
 
En el año 2014 se difundió un estudio (―Informe sobre cáncer en la Provincia de 
Córdoba, 2004-2009‖) elaborado por el Registro de Tumores de la Provincia de Córdoba 
(Argentina), liderado por el Dr. Martin Alonso, el cual contiene datos epidemiológicos de 
todos los cánceres diagnosticados en la provincia de Córdoba. 
La publicación da cuenta que 9.000 personas por año desarrollan cáncer en la 
provincia de Córdoba y cerca de 4.500 mueren por esta causa. Los datos corresponden al 
período 2004-2009. 
Como ocurre a nivel mundial, el cáncer afecta fundamentalmente a adultos de edades 
avanzadas. En nuestra provincia, solo el 1,1% de todos los casos se presentan en menores de 
15 años y el 45,4 % se manifiestan en mayores de 65 años. 
Ambos sexos se ven afectados casi por igual: un 48,2% de los nuevos tumores 
diagnosticados correspondieron al sexo masculino, y 51,8% al sexo femenino, lo cual, no 
difiere de lo que ocurre a nivel nacional, aunque se registraron más muertes en hombres (61,4 
%) que en mujeres (38,6 %). 
La tasa de incidencia global de cáncer para el período 2004-2009 es de 220 casos por 
cada 100.000 hombres y 194,4 casos por cada 100.000 mujeres; sin incluir los casos de cáncer 
de piel no melanomas. Los tumores más frecuentes en hombres fueron los de próstata 
(18,9%), pulmón (13,8%) y colon (8,5%), mientras que en las mujeres fueron mama (32,5%), 
colon (7,7%) y pulmón (5,1%) (Figura 4). 
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Figura  4. Epidemiología del cáncer en la provincia de Córdoba 
Epidemiología del cáncer en Hombres y Mujeres de la Provincia de Córdoba, Argentina. Fuente: Extraído y 




1.3 Vías moleculares en el desarrollo del CCR 
 
En general se acepta que el desarrollo de un tumor es provocado por cambios 
acumulativos en el genoma celular; estas alteraciones pueden ser genéticas (mutaciones) o 
epigenéticas, las cuales afectan la expresión de ciertos genes que directa o indirectamente son 
cruciales en la proliferación celular. 
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En 1990 Fearon y Vogelstein propusieron su modelo de carcinogénesis en CCR (6), el 
cual sugiere una serie de eventos que inician la alteración del tejido sano y promueven la 
transformación neoplásica del mismo hasta llegar a estadios malignos (Figura 5).  
 
Figura 5. Modelo de progresión del cáncer colorrectal propuesto por Vogelstein et al. 1990. 
Los paneles muestran a nivel histológico, las características morfológicas de la lesión en cada paso. Las 
alteraciones moleculares involucradas en cada transición están indicadas por encima de las flechas. (+)= 
mutación activante; (-)=mutación inactivante . Extraído y modificado desde Bosman  y col., 2014(1) 
 
Este modelo sentó las bases de un gran número de estudios que se han llevado a cabo 
sobre el tema. En el presente, se reconocen al menos tres vías por la que se puede generar este 
tipo de cáncer: Inestabilidad de microsatélites (Vía Mutadora), Inestabilidad cromosomal (Vía 
supresora), y el fenotipo metilador de islas CpG (1)(18, 19) aunque también se proponen otras 
como por ejemplo la generada por alteraciones en la expresión de MicroRNAs (20).  
Nuestro estudio profundizará en la descripción de la vía mutadora y la relacionada al 
fenotipo metilador; debido a su relación con el objetivo de esta tesis. 
 
 
1.3.1 Vía Mutadora (Inestabilidad de microsatélites) 
 
Esta vía genera tumores hipermutadores que a diferencia de la vía supresora presentan 
poca aneuploidía. El prototipo de esta vía fue descubierto en bacterias entre 1970 - 1980 y se 
caracterizó durante la década de los ´90 (21, 22) cuando se estudiaban los orígenes genéticos 
del cáncer de colon no poliposo hereditario (según sus siglas en inglés HNPCC), ahora 
conocido como Síndrome de Lynch (SLy). Este síndrome se caracteriza por presentar 
alteraciones genéticas en componentes del sistema reparador del ADN (MMR según sus 
siglas en inglés desde Mismatch Repair). El MMR está compuesto por una maquinaria 
enzimática capaz de corregir errores que suceden durante la replicación del ADN, como 
pueden ser un par de bases no apareadas, o pequeñas inserciones o deleciones.  
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En procariotas, el sistema MMR consiste de una familia de enzimas (mutS y mutL) 
que detectan errores en el ADN en la fase S del ciclo de replicación, por ejemplo aquellos que 
resultan de una incorporación errónea de bases en la nueva hebra provocando 
incompatibilidad de bases en el ADN.  La denominación ―mut‖ en los nombres de las enzimas 
reparadoras se refiere a la hipermutación generalizada que se observaba en las bacterias con 
pérdida de función de la proteína mutS (23). 
El sistema MMR es más complejo en levaduras y mamíferos. Los genes homólogos de 
mutS y mutL de levaduras fueron descritos y se les otorgó el nombre de Mut S Homólogo 
(MSH) y Mut L Homólogo (MLH). Tiempo después, fueron también clonados desde el 
genoma de levaduras, copias adicionales de estos genes homólogos extendiendo los términos 
desde MSH1 hasta MSH6 y MLH1 hasta MLH3. Otro homólogo de MutL llamado gen de la 
segregación postmeiótica incrementada tipo 1 (PMS1 derivado de su nombre en inglés post-
meiotic segregation increased-1) fue también identificado en levaduras. Cada uno de estos 
genes ha evolucionado desde las secuencias iniciales de mutS y mutL, y se han asociado con 
funciones específicas de reparación del ADN nuclear durante la meiosis o en ADN 
mitocondrial. Análisis filogenéticos indican que MSH1 fue el miembro inicial de la familia 
MutS y que los homólogos evolucionaron a partir de este gen progenitor, pero no hay 
homólogos del gen MSH1 en organismos superiores (24).  
En levaduras y otros eucariotas las enzimas reparadoras no funcionan como 
homodímeros (lo cual sucede con mutS y mutL), sino que trabajan formando heterodímeros, 
así MSH2 forma un dímero con MSH6 o MSH3, dichas duplas se las conoce como MutSα o 
MutSβ respectivamente (25). Estos complejos poseen diferentes habilidades para unirse a las 
secuencias de ADN mal apareadas y como resultado, levaduras y otros eucariotas tienen una 
gran capacidad para reconocer y reparar diferentes tipos de errores en la incorporación de 
bases en su ADN. Por ejemplo, MutSα (MSH2-MSH6) tiene una gran afinidad para reconocer 
apareamientos erróneos de simple base, de hecho MSH6 fue llamada inicialmente la ―proteína 
de unión a Guanina-Timina‖ (26). Luego, se descubrió que el gen MSH3 formaba un 
heterodímero con MSH2 creando un complejo proteico con habilidad incrementada para 
unirse a bucles o lazos de ADN de mayor tamaño, generados por apareamientos erróneos de 
bases en la molécula (27). La evolución de los diversos homólogos de mutS incrementó la 
habilidad de las células para reconocer y reparar los errores en la síntesis del ADN y elevar la 
fidelidad de la replicación en organismos superiores. La filogenia y la bioquímica de los 
factores involucrados en el sistema MMR han sido ampliamente estudiadas (28, 29). 
En mamíferos y específicamente en humanos también se encuentran gran parte de 
estos genes, el MLH1 (ubicación: 3p21), el MSH2 (ubicación: 2p16), el MSH6 (Ubicación: 
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2p15), el PMS1 (ubicación: 2q31.1) y el PMS2 (gen de la segregación postmeiotica 
incrementada tipo 2) (ubicación:7p22). En humanos, todos ellos trabajan también como 
heterodímeros. Así, cuando MSH2–MSH6 (MutSα) o MSH2–MSH3 (MutSβ) detectan las 
alteraciones en el ADN comentadas anteriormente, un segundo heterodímero, como MLH1-
PMS2 (MutLα), MLH1-PMS1 (MutLβ) o MLH1–MLH3 (MutLg), se une también en el sitio 
que contiene el apareamiento erróneo y el proceso de reparación se lleva a cabo con la ayuda 
de otras enzimas como la exonucleasa I, polimerasa d y DNA ligasa (Figura 6) (29).  
Cuando ocurren mutaciones en ambas copias de un gen pilar del MMR (como por 
ejemplo MLH1), resultará en secuencias de ADN alteradas. Se sabe que cuando el sistema 
MMR no funciona correctamente la tasa de mutación aumenta unas 100 veces en células de 
mucosa colorrectal (30) y si estas alteraciones no pueden corregirse, se pueden generar 
mutaciones (puntuales y cambios de lectura) en genes fundamentales en el control del ciclo 
celular que promoverán una replicación celular descontrolada, generando una neoplasia. 
 
Figura  6. Funciones del sistema MMR  
A- MSH2-MSH6(MutSα) reconoce a modo de pinza deslizante un par de bases desapareadas en donde la ADN 
polimerasa ha colocado una base equivocada (G) teniendo en cuenta la hebra madre (T). Este paso requiere de 
adenosina trifosfato (ATP) que proveerá de energía al pasar a adenosina difosfato (ADP). El complejo MutSα se 
retira del lugar y deja paso a MLH1-PMS2 (MutLα), el cual busca a la ADN polimerasa en la hebra creciente. 
B- MutLα encuentra e interactúa con la ADN polimerasa, la exonucleasa-1 y el antígeno nuclear de células en 
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proliferación (PCNA, derivado del inglés proliferating cell nuclear antigen). Este gran complejo escinde la 
hebra naciente en dirección de retroceso hasta el sitio del apareamiento incorrecto, cuando llega allí, ocurre la 
resíntesis y se corrige el error cometido. C- Posibilidades del MMR. Mientras MSH2-MSH6 reconoce un simple 
par de bases mal apareadas y pequeños bucles de inserción-deleción, MSH2-MSH3(MutSβ) complementa este 
trabajo reconociendo grandes bucles de este tipo. A la derecha se observan las posibles interacciones que se 
pueden generar a partir de los componentes del MMR formando diferentes dímeros MutL, como por ejemplo, 
MLH1 puede unirse a PMS2, PMS1 o MLH3. La interacción preferida de MSH2-MSH3 es con MLH1-
MLH3(MutLγ), pero el rol preciso de los otros dímeros MutL en esta reacción no está aún entendido en su 
totalidad. Extraído y modificado de Boland y col. , 2010 (31). 
 
Por otro lado, los microsatélites (secuencias repetitivas de 1 a 6 nucleótidos de ADN 
alojados a lo largo del genoma) se ven altamente afectados por el ―deslizamiento anormal‖ 
(en inglés, slippage) de la polimerasa por ser secuencias repetidas. Esto crea alteraciones en el 
número de nucleótidos que componen el microsatélite, generando alelos con mayor o menor 
pares de bases que los originales. Nuevamente, si existiese una falla del MMR estos cambios 
no pueden ser reparados y se origina lo que se denomina Inestabilidad de Microsatélites 
(MSI, derivado del inglés Microsatellite instability). Esta última es un buen marcador de 




1.3.2 Vía del fenotipo “metilador” (vía serrada) 
 
En esta vía se ve exacerbada, por causas aún no determinadas, la metilación en las 
islas CpG pertenecientes a promotores de varios genes, lo que se traduce en un silenciamiento 
transcripcional de los mismos con consecuencias directas en genes involucrados en el control 
del ciclo celular, apoptosis, angiogénesis, reparación del ADN, invasión y adhesión celular. 
Estas islas están presentes en 40% de los promotores de genes en mamíferos y se trata de 
regiones que poseen altos niveles de Citocina-Guanina unidas por un grupo fosfato (―p‖ 
derivado del inglés phospate), por ello la denominación CpG. 
Se observó que lesiones mucosas no adenomatosas planas ubicadas a menudo en el 
colon derecho poseían un fenotipo metilador. Estas lesiones aparecen como resultado de una 
retención anormal de las células superficiales debido a hiperproliferación e inhibición de la 
pérdida de células ya muy diferenciadas (1). Están compuestas de glándulas con apariencia de 
dientes serrados. Además, existe un subtipo de estas alteraciones que tiene un significante 
potencial maligno y son llamados adenomas serrados sésiles (1) 
Sumado a la hipermetilación, en esta vía se destaca la presencia de la mutación V600E 
en el gen BRAF.  
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Por otro lado, la metilación en el promotor del gen MLH1 provoca falla en el sistema 
MMR con la consecuencia ya descrita en la vía mutadora. 
 
 
1.4 Síntomas en CCR 
 
Los síntomas destacados en CCR se describen en varios estudios (32, 33) y se detallan 
a continuación: 
Sangre en las heces: Es uno de los síntomas más frecuentes. Puede tratarse de sangre 
roja, más habitual en tumores de recto, sigma y colon descendente, o de sangre negra, que se 
mezcla con las heces dando lugar a deposiciones de color negro también llamada melena. 
Estas aparecen generalmente cuando el tumor está situado en el colon ascendente. Este 
síntoma puede ser intermitente. 
Anemia: Tras cierto tiempo de sangrado y cuando la hemorragia no es detectada o no 
se acude al médico para su diagnóstico y tratamiento, suele aparecer anemia que puede 
producir, en mayor o menor medida, una serie de síntomas como sensación de falta de aire, 
cansancio, palpitaciones y mareo.  
Cambio de hábitos intestinales: Aparece diarrea o estreñimiento en personas con ritmo 
intestinal previo normal, aunque, lo más frecuente es que se intercalen periodos de 
estreñimiento con periodos de diarrea.  
Heces más estrechas (en cinta): Generalmente esto se produce porque el tumor está 
estrechando el intestino y no permite el paso de las heces normalmente.  
Tenesmo o sensación de evacuación incompleta: Suele aparecer en tumores 
localizados en el recto o en el colon izquierdo.  
Dolor abdominal: Suele ser un síntoma frecuente, aunque generalmente, se trata de un 
dolor inespecífico. Cuando el tumor cierra parcialmente el calibre del tubo intestinal se 
produce un cuadro de dolor abdominal tipo cólico. Cuando el cierre es completo se acompaña 
de estreñimiento y vómitos.  
Cansancio extremo o la pérdida de peso sin causa aparente: Son síntomas generales e 
inespecíficos que ocurren con frecuencia en determinadas enfermedades, entre las que se 
encuentran los tumores en este caso se debe a que se consumen nutrientes esenciales para su 
crecimiento.  
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1.5 Diagnóstico del CCR 
 
El diagnóstico inicial del CCR generalmente se realiza con una colonoscopía y se 
confirma mediante el análisis histológico de una biopsia de la lesión. Si el hallazgo corrobora 
la presencia de un carcinoma, se procede a la estadificación mediante una tomografía 
computada de tórax, abdomen y pelvis para poder establecer el estadio, planificar una 
evaluación prequirúrgica y una terapia óptima. Si el cáncer es rectal, se debería realizar una 
resonancia magnética nuclear de pelvis. Se solicitan además, los marcadores oncológicos 
antígeno carcinoembrionario (CEA) y CEA19-9. 
 
 
2. Importancia del estudio de Microsatélites en CCR 
 
Tiempo después de publicado el modelo genético de pasos múltiples para la 
carcinogénesis colorrectal (6), diferentes grupos de investigación comenzaron a indagar sobre 
posibles nuevos genes supresores utilizando técnicas innovadoras. Los trabajos de Peinado et 
al.(34) y Thibodeau et al.(35), sentaron las bases del estudio de los microsatélites en CCR, 
acuñando el término ―inestabilidad de microsatétiles‖. Además pudieron observar que los 
CCR en estudio, se diagnosticaban en pacientes jóvenes y mostraban ausencias de mutaciones 
en KRAS o p53. Basado en estos hallazgos, los autores concluyeron que la MSI representaba 
una vía única de desarrollo tumoral y sugerían que la fidelidad alterada en la maquinaria de 
replicación celular podría ser causada por un defecto hereditario, aunque no tenían evidencia 
para demostrarlo (36). Los estudios llevados a cabo desde un consorcio internacional 
liderados por Bert Vogelstein en los Estados Unidos de América y Albert de la Chapelle en 
Finlandia encontraron, entre otros hallazgos, MSI en el 13% de los CCR esporádicos y debido 
a esto propusieron que los tumores hereditarios y una subclase de esporádicos compartían una 
vía común en el desarrollo tumoral (37,  38). 
La MSI fue el primer marcador de ADN disponible para identificar CCR hereditario, 
aunque ninguno de los investigadores involucrados en su descubrimiento, llegó a dilucidar el 
mecanismo por el cual se generaba (31). 
En el año 1994 se demostró que las alteraciones en los microsatélites no se debían a 
errores en la replicación sino que provenían de la falta de eficacia en la reparación del ADN 
(39). 
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Con el peso de estos descubrimientos tomaron énfasis los estudios en los 
microsatélites y su aplicación clínica en CCR (40). Estas secuencias repetitivas generalmente 
se encuentran en zonas no codificantes del genoma y poseen una alta tasa de mutación, por lo 
que son muy polimórficos (41). A pesar del alto grado de polimorfismo entre individuos, el 
patrón de microsatélites dentro del mismo individuo se mantiene estable si el sistema MMR 
funciona correctamente. 
En 1997, el "Taller Internacional sobre Inestabilidad de Microsatélites y fenotipo 
mutador en la detección del cáncer y predisposición familiar", patrocinado por el Instituto 
Nacional del Cáncer (NCI), propuso un panel de cinco marcadores de microsatélites 
(conocidos como los marcadores o el panel de Bethesda) para evaluar la presencia de MSI: 
dos de ellos mononucleótidos (BAT25 número de acceso en GenBank: 9834508 y BAT26 
número de acceso en GenBank: 9834505) y tres  dinucleótidos (D17S250 número de acceso 
en GenBank: 177030, D5S346 número de acceso en GenBank: 181171  y D2S123)(42). A 
partir de este taller, los tumores con inestabilidad (alteración en tumor vs tejido normal) en 
dos o más de estos marcadores se definen como de inestabilidad alta, MSI-H. Los tumores 
con inestabilidad en un marcador o que no muestran la inestabilidad, se definen como de 
inestabilidad baja (MSI-L) o estables (MSS), respectivamente. 
La reunión de Consenso de Bethesda en el año 2002 reconoció que los marcadores 
dinucleótidos tienen menor sensibilidad y especificidad que los mononucleótidos para 
identificar los tumores MSI-H y sugirió que los microsatélites mononucleótidos deberían 
sustituir a los dinucleótidos en el panel del NCI (43), pero no propusieron cuales utilizar, 
dejando la inquietud para investigaciones futuras en el tema. 
Por otro lado, el estudio de la MSI no solo es importante en casos con sospecha de 
SLy sino que también puede ser usado para predecir la respuesta del paciente a la 
quimioterapia adyuvante; y aunque esto todavía es tema de debate, sustenta la importancia de 
su realización con el objetivo de determinar finalmente la influencia de la MSI como factor 
pronóstico y predictivo en el manejo de los CCR con MSI demostrada (44). 
Por último, guías recientes sobre el uso de biomarcadores moleculares en CCR, 
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3. Fenotipo de cánceres colorrectales con presencia de inestabilidad microsatelital 
 
Los CCR con presencia de MSI-H pueden ser esporádicos (cerca del 12% de todos los 
CCR) o hereditarios (cerca del 3% de todos los CCR) (46). Los primeros se desarrollan 
típicamente en colon proximal, con una preponderancia en género femenino (46). En tanto 
que los pacientes que presentan CCR a edad temprana, con localización proximal  y que 
poseen MSI-H, están altamente asociados con el SLy (47), uno de los síndromes tumorales 
hereditarios más frecuentes.  
Una característica histopatológica de los CCR con MSI-H es la alta tasa de linfocitos 
infiltrantes en el tumor (48), que generalmente se ve acompañada de folículos linfoides, lo 
cual es conocido como reacción ―símil Crohn‖ (Figura 7). Este ambiente de alta respuesta 
inmune puede deberse a la aparición de nuevos epitopes antigénicos derivados de los errores 
cometidos por la falla en el sistema MMR (49) y además podría ser el responsable de generar 
un pronóstico clínico favorable (10% más de sobrevida a 5 años), comparado con aquellos 
que no poseen MSI-H, pertenecientes al mismo estadio (50–52). Generalmente estos CCR con 
MSI-H presentan áreas de diferenciación mixta, ya sea medular, mucinosa y de células en 
anillo de sello (Figura 7). A su vez, su patrón de crecimiento es expansivo pero no tiende a la 
diseminación.  
 
Figura  7. Características histológicas de los cánceres colorrectales con deficiencia en el sistema MMR 
Los tipos tumorales característicos incluyen: mucinoso (A), células en anillo de sello (B) y medular (C y D). El 
tumor medular a la izquierda, está compuesto de láminas de células monomórficas sin una diferenciación 
glandular apreciable, el ejemplo de la derecha muestra una estructura trabecular y está asociado a un 
prominente infiltrado linfoide. Las características histológicas típicas incluyen frecuentes linfocitos que infiltran 
el tumor (E), un borde pujante con reacción tipo Crohn (F) y heterogeneidad tumoral (G). En “G” también se 
puede apreciar mucina (izquierda) y un patrón cribiforme (derecha). (Tinción de Hematoxilina-eosina, 
visualización de A-E en 400X, F en 40X y G en 200X). Extraído y modificado de Bellizi y col., 2009 (23) 
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 4. Síndrome de Lynch (SLy) 
 
El SLy es una enfermedad hereditaria que involucra entre otros tumores al CCR. Los 
primeros hallazgos clínicos de este síndrome, se deben a las observaciones hechas en una 
familia (Familia G) en 1913 por el médico patólogo Aldred Warthin, profundizadas luego por 
el Dr. Henry Lynch (para mayor información histórica de este síndrome, léase Anexo I).  
El SLy fue confirmado como una enfermedad autosómica dominante, pero la causa 
genética entre las mutaciones germinales y el síndrome comenzó a dilucidarse con el 
descubrimiento de las alteraciones en el gen MSH2 (53) y poco tiempo después el gen MLH1 
fue también asociado con el Sly (54). En la actualidad se conoce que los genes involucrados 
en la mayoría de los casos de SLy son MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Se estima que el 90% 
de los casos se originan por mutaciones en MLH1 y MSH2, en tanto que el resto se debe a 
alteraciones en MSH6 y PMS2 (55, 56). Además, se ha observado que deleciones de los sitios 
de poliadenilación del gen EPCAM, llevan a un silenciamiento epigenético de MSH2 
contribuyendo a las alteraciones genéticas que también causan el SLy (56). 
En el año 2000, Yan et al. (57) identificaron una transversión de Timina a Guanina en 
el sitio aceptor del empalme del exón 4 en el gen MSH2 en un miembro de la Familia G. A 
partir de allí el testeo de esta mutación en los otros miembros de la familia se facilitó. Este 
hallazgo, proveyó una oportunidad de mejorar el manejo clínico y la valoración del riesgo en 
esta gran familia con historia de alta tendencia hacia el desarrollo de cáncer. 
Los familiares de primer grado de un paciente afectado con este síndrome tienen un 
50% de probabilidad de heredar el gen mutado (46). La penetrancia de estas mutaciones es 
incompleta pero en un reciente meta-análisis que estudió personas portadoras de las mismas 
se pudo apreciar un riesgo aumentado de contraer la enfermedad en las primeras décadas de 
vida (≥ 100 veces a los 30 años) que disminuía con la edad (4 veces a los 70 años), siempre 
comparando con personas no portadoras (58). Se estima que estos portadores poseen 25-70% 
de posibilidades de desarrollar CCR y 30-70% de desarrollar Cáncer de Endometrio, además 
del riesgo de presentar estos y otros tipos de tumores que pueden ser Sincrónicos o 
Metacrónicos (55,59,60). El CCR perteneciente al SLy es el más frecuente de los cánceres de 
colon hereditarios pero solo es aproximadamente el 5% de todos los tipos de CCR (5). 
Las principales características clínicas de este síndrome es su comienzo temprano (<45 
años) sumado a la aparición de múltiples neoplasias (59). Los demás tumores que también 
pueden presentarse son de: estómago, ovario, uréter/pelvis renal, cerebro, intestino delgado, 
tracto hepatobiliar y piel (tumor sebáceo), con riesgos de presentación variables pero menores 
(Figura 8) (61, 62)  
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Figura  8. Riesgo estimado de cánceres extracolónicos  
Se observa el riesgo (%) de contraer diferentes cánceres extracolónicos que posee una persona portadora de 
una mutación en el MMR a lo largo de su vida. Figura modificada desde Koornstra y col. (62).  
 
En 1989 se conformó el Grupo Internacional Colaborativo en HNPCC y sus objetivos 
principales fueron: 1- Establecer criterios para la identificación de  casos con HNPCC y así 
proveer una base uniforme para futuros estudios. 2- Mejorar la educación en los pacientes 
como en el cuerpo médico en HNPCC. 3- Promover estudios colaborativos internacionales en 
HNPCC. 4- Alentar la generación de registros nacionales o regionales de HNPCC (63). Este 
grupo elaboró los criterios de Ámsterdam I para la pesquisa de pacientes con sospecha de 
HNPCC (o SLy) y posteriormente estos criterios fueron ampliados (Ámsterdam II) para 
abarcar los casos extracolónicos (64) (Ver Anexo 2) 
En 1997 en el  workshop de Bethesda (42), además de proponer un panel de consenso 
de microsatélites, el Instituto Nacional del Cáncer (EE.UU.) confeccionó las guías o criterios 
de Bethesda para la selección de pacientes con CCR que deberían realizarse un estudio de 
MSI en el tumor. Estas guías fueron revisadas en 2004 (43) e incluyen historia familiar y 
características patológicas específicas del CCR tales como células en anillo de sello, reacción 
inflamatoria tipo Crohn, presencia de mucina y localización del CCR en colon derecho (Ver 
Anexo 2). 
Existen muchos programas de cribado para el SLy, sin embargo, los protocolos son 
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4.1 Técnicas de cribado en Síndrome de Lynch 
 
4.1.1 Análisis de la inestabilidad de microsatélites  
 
El ensayo de MSI es aceptado como método primario para la identificación de 
individuos con sospecha de SLy, ya que es un sello de la enfermedad (37). 
El panel de microsatélites de Bethesda es ampliamente utilizado para el análisis de 
MSI, pero la sugerencia del cambio de los dinucleótidos por marcadores mononucleótidos en 
dicho panel realizada en 2002, orientó la búsqueda hacia nuevos marcadores microsatélites 
que cubrieran las nuevas necesidades del testeo (43).  
Una característica muy valorada es la condición monomórfica o cuasimonórfica del 
marcador mononucleótido. Esto implica que, la variación de pares de bases en la extensión 
del marcador es nula o muy baja en todas las células del organismo en una población. Esta 
condición facilitaría el estudio, ya que no haría falta comparar el resultado de los marcadores 
en tejido tumoral vs. sano desde un mismo paciente, desestimando de esta forma la muestra de 
tejido sano (65). Además, también se busca que los marcadores elegidos para el estudio 
puedan correlacionarse con la falta de actividad de alguna de las enzimas reparadoras del 
ADN. 
En 2005 se describió un nuevo marcador, el T25 (CAT25) mononucleótido, situado en 
la región 3’ no traducida del gen de la caspasa 2 (CASP2) (7q34-q35) (GenBank adhesión no. 
NM_032982; nucleótidos posición de 2685 a 2709 ) que muestra un patrón cuasimonomórfico 
en tejido normal (66). El microsatélite CAT25 puede ser un marcador útil y sencillo para MSI, 
que parece mostrar la misma sensibilidad y especificidad del panel de Bethesda y puede ser 
estudiado en el ADN del tumor solamente debido a su condición cuasimonomórfica (66–68). 
Algunos autores han sugerido el uso de CAT25 en combinación con BAT25 y BAT26 (66, 
69, 70). Un estudio reciente utiliza estos tres marcadores, y clasifica a los tumores como MSI-
H cuando al menos 2 de los microsatélites están alterados (71). 
La alta eficiencia que demostró CAT25 en todos los estudios que fue incluido nos 
alentó a utilizarlo en este trabajo de tesis.  Al ser un marcador genético, puede variar según la 
población analizada y en Argentina aún no se han hecho estudios que demuestren su 
comportamiento poblacional y utilidad en los ensayos de MSI. 
Entre las ventajas de realizar el análisis de MSI vs IHQ a las muestras de CCR, se 
puede destacar que realizando la MSI se podrían identificar tumores con alteraciones en el 
MMR cuando la IHQ muestra expresión ―normal‖ de las proteínas reparadoras en el tejido 
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estudiado. Esto puede ocurrir en situaciones donde se presentan mutaciones que no generen 
proteínas truncas, como por ejemplo inserciones/deleciones que no cambian el marco de 
lectura, y permiten que se expresen productos estables, conservando su antigenicidad, pero no 
su función. 
Además, debemos considerar que el resultado de la IHQ depende del panel con que se 
estudie la muestra. El MMR, como se mencionó anteriormente, está compuesto por las 
enzimas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, MSH3 y PMS1, en tanto que el panel que 
generalmente se utiliza para la realización del estudio analiza la presencia o ausencia de las 
primeras cuatro. En consecuencia, el análisis de MSI se presenta como más abarcativo ya que 
permite detectar la deficiencia en todas las enzimas descritas (y no descritas) hasta el 
momento del MMR (72). 
Además, podemos agregar que la IHQ requiere más cantidad de muestra que cuando 
se realiza MSI, ya que se realizarán tantos cortes como tinciones, en tanto que desde un solo 
corte se puede extraer cantidad de ADN suficiente para realizar MSI (72). Por último, el 
resultado de una IHQ debe ser informado por un médico patólogo experimentado, ya que 
muchas veces pueden aparecer patrones focales o tinciones ambiguas que deberán ser 
correctamente identificadas. En tanto que la interpretación de un resultado de MSI hecho por 
electroforesis capilar (EC) requiere de un simple manejo de un programa de computación 
específico. 
En cuanto a las limitaciones, se puede acotar que aunque la MSI es un sello del SLy no 
es específico del mismo. Se ha demostrado que entre 10-15% de los CCR esporádicos poseen 
inestabilidad en los microsatélites. En estos casos el principal responsable de la inestabilidad 
es la hipermetilación en el promotor del gen MLH1, provocando el consecuente 
silenciamiento transcripcional. La presencia de hipermetilación en MLH1 no excluye el 
hallazgo de mutaciones germinales en el MMR (73); de hecho esta alteración epigenética 
puede funcionar como ―segundo golpe‖ anulando así el otro alelo del gen, favoreciendo el 
surgimiento de una neoplasia (74). La presencia de la mutación V600E en el gen BRAF se ha 
demostrado que posee correlación con los CCR esporádicos cuando también se demuestra 
hipermetilación en MLH1 (75). Además se ha demostrado la ausencia de V600E en tumores 
asociados a SLy (76, 77).  Por lo tanto tumores con MSI positiva, que posean la mutación 
V600E y presencia de hipermetilación en MLH1, podrían clasificarse como esporádicos. Si 
las dos últimas alteraciones nombradas están ausentes, es altamente probable la presencia de 
una mutación germinal asociando ese tumor a un caso hereditario. Este breve algoritmo 
evitaría el secuenciamiento de los genes que codifican a las enzimas reparadoras y estudios de 
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rearreglos del gen MLH1, ambos procedimientos engorrosos y no tan accesibles debido a su 
costo. 
 
4.1.2 Electroforesis  
 
La utilización de las secuencias microsatélites como marcadores genéticos se inicia 
con el desarrollo y generalización de la técnica Reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 
derivado del inglés Polymerase Chain Reaction) (78). Al final de la década de 1980, se 
publican los primeros trabajos sobre el aislamiento y caracterización de los microsatélites (41, 
79). A partir de entonces su uso se ha difundido rápidamente, revolucionando los campos de 
la biología molecular en genética de poblaciones, y con aplicaciones clínicas.  
Cuando se estudian los microsatétiles mediante corridas electroforéticas utilizando los 
revelados de plata (80) y radioisótopos (81), la interpretación de los resultados, puede tener 
complicaciones debidas a la formación de bandas secundarias (en inglés, ―sttuter bands‖) que 
se presentan como artefactos de la amplificación, con longitud de bases similares al fragmento 




Figura  9. Análisis de microsatélites en gel de poliacrilamida 
Se visualiza el análisis de 4 marcadores microsatélites (D5S404, D8S255, D10S197 y D17S787) en geles de 
poliacrilamida teñido con plata (A) y con exposición autoradiográfica (B). ADN tumoral (T), ADN normal (N), 
control (C) de PCR sin templado. El ADN había sido extraído desde un paciente con cáncer de colon. El patrón 
de bandas totales obtenido con los 2 métodos fue diferente. La autoradiografía mostró las clásicas “sttuter 
bands”, las cuales estuvieron casi ausentes en los geles teñidos con plata. Sin embargo los 2 métodos mostraron 
patrones iguales para los cuatro marcadores en ADN tumoral y normal. Extraído y modificado desde 
Christensen  y col., 1999 (82). 
 
Como una mejora en los métodos de análisis de los microsatélites y con el 
advenimiento de la tecnología, emergió la electroforesis automatizada realizada en 
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secuenciadores de ADN (83, 84). En estos casos se deben marcar con un fluoróforo (Ej.: 
FAM) a uno de los dos iniciadores de la PCR que se haya diseñado para amplificar el 
microsatélite de interés. El amplicón es corrido en un gel de poliacrilamida desnaturalizante y 
la marca fluorescente ayuda a identificar el producto que se ve reflejado en un programa de 
computadora, desde donde se puede visualizar un patrón de picos que nos dan idea de los 
tamaños moleculares (debido a que se analizan junto a un marcador de peso molecular), 
también se pueden extrapolar la altura y el área de cada pico visualizado.  Esta metodología 
tiene la ventaja que disminuye (pero no elimina) el problema de las sttuter bands, además se 
pueden utilizar cantidades mínimas de muestra de partida ya que este método es más sensible 
que la tinción con plata y el marcado con radioisótopos. Por último, estima como ya se dijo, el 
tamaño del microsatélite con buena exactitud (82).   
En el año 2000,  Berg et al. (85) llevaron a cabo el análisis de MSI mediante una PCR 
múltiple. En el mismo se amplificaron todos los microsatélites del panel de Bethesda en un 
mismo tubo y el producto final fue analizado mediante Electroforesis capilar (EC) en un 
secuenciador de ADN. Para este caso la estrategia de detección fue aprovechar las diferencias 
en los largos de los amplicones y además usar diferentes marcas fluorescentes para poder 
discriminar los distintos marcadores estudiados (Figura 10). 
 
Figura  10. Análisis de microsatélites mediante electroforesis capilar 
En el eje “x” se muestra el tamaño del amplicón en pares de bases y el eje “y” denota la intensidad de 
fluorescencia del producto de PCR. Los picos en color rojo son parte del estándar interno que permite 
extrapolar el tamaño de las moléculas a analizar. Los picos verdes, azules y negros identifican a productos de 
amplificación de los marcadores microsatélites del panel de Bethesda. Se puede ver el corrimiento de picos en 
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BAT-26, BAT-25 y D2S123 en el tumor (flecha) con respecto a la muestra normal, esto denota inestabilidad de 
microsatélites alta en dicho tumor. Extraído y modificado desde Muryphy y col., 2006 (86) 
 
Por otro lado, se demostró la factibilidad de detectar mediante EC un 10% de alelos 
mutados mezclados con 90% de alelos normales. Si se deseara aumentar aún más la 
sensibilidad, el análisis debería ser realizado con PCR individuales y no en formato múltiple, 
con ello se pueden detectar potencialmente 1 a 5 células tumorales en 100 normales. Estos 
hallazgos son de vital importancia para sustentar los estudios donde se analiza MSI a partir de 
un fragmento de biopsia tumoral (fresca o parafinada), ya que está escasamente disponible en 
los centros de salud del mundo, un microscopio con captura láser que permita a partir de una 
lámina de tejido tumoral realizar una microdisección y discriminar en el estudio, células 
cancerígenas de las normales del entorno para poder analizarlas por separado. 
Como se puede observar en la Figura 10, las sttuter bands detectadas por EC son 
frecuentes y generalmente son de menor o mayor tamaño que el producto principal, el cual, es 
considerado el pico que posee mayor intensidad de fluorescencia, es decir el de mayor altura y 
a partir de él, se extrapola el tamaño del microsatélite amplificado (85). 
En la actualidad, la EC se afianzó como la técnica de elección para el estudio de los 
microsatélites (86, 87). 
4.1.2 Curvas de fusión de alta resolución 
 
El análisis de curvas de fusión de alta resolución (HRM, derivado del inglés High 
Resolution Melting) es una extensión de la técnica de fusión convencional (88, 89) que fue 
utilizada por muchos años en estudios de disociación del ADN orientados a composición y 
estructura de dicha molécula (90). La técnica de HRM fue en un principio creada utilizando 
iniciadores de la PCR marcados con un fluoróforo (91), con esta modificación y luego de 
terminada la reacción de amplificación, cualquier variación dentro del dominio de fusión que 
incluyera el iniciador marcado podía ser detectado mediante un análisis de fusión aun si 
fueran cambios de nucleótido simple. Luego de este descubrimiento, surgió la inquietud de 
que de esta forma sólo se estudiaba la región del iniciador pero las demás regiones del 
amplicón quedaban sin analizar. Debido a esto, se diseñó un análisis de HRM libre de sondas 
fluorescentes que permitió abarcar todo el largo del amplicón incluyendo la posición de los 
iniciadores (92). Las curvas de HRM, proveen información del ADN a estudiar teniendo en 
cuenta el comportamiento del mismo en la transición de doble hebra hacia simple hebra a 
medida que se incrementa la temperatura (como cualquier análisis de fusión), pero en este 
caso, el instrumento a utilizar debe poder colectar señales de fluorescencias con mayor 
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precisión óptica y térmica que los que realizan uno de fusión convencional, además del uso de 
reactivos creados para tal fin (intercalantes de ADN de tercera generación) y programas 
informáticos diseñados específicamente para la interpretación de curvas generadas con alta 
fidelidad. 
Previo a la realización de un HRM, la secuencia de ADN a analizar debe estar en altas 
concentraciones, lo cual se logra mediante la amplificación de la secuencia diana por PCR en 
presencia de un reactivo intercalante fluorescente de tercera generación [EvaGreen™ 
(Biotum), LC Green® (Biofire Diagnostics), SYTO 9® (Invitrogen), entre otros]. Esta 
molécula no interactúa con ADN simple hebra, pero se intercala activamente cuando entra en 
contacto con ADN doble hebra, emitiendo fluorescencia solo en este estado. Este cambio de 
intensidad de fluorescencia es el que se examina con la mayor sensibilidad posible obteniendo 
datos sobre la disociación del ADN provocada por el aumento de la temperatura del sistema a 
la que fue expuesto. Inicialmente, la fluorescencia detectada es elevada ya que el ADN está en 
forma de doble hebra y luego gradualmente va disminuyendo a medida que la temperatura 
aumenta hasta llegar a la desnaturalización completa de la molécula generando la simple 
hebra y una fluorescencia cercana a cero.  El comportamiento de la molécula durante este 
paso genera una curva que es característica de un segmento de ADN particular (Figura 11)  
 
Figura  11. Etapas de una curva de HRM 
Las curvas de fusión (verde y violeta) grafican la transición desde el alto nivel de fluorescencia inicial en la fase 
de pre-fusión transitando por un marcado descenso de fluorescencia de la fase de fusión para llegar a la 
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fluorescencia basal de la fase de post-fusión. La molécula intercalante de ADN sólo fluoresce cuando está unida 
a doble hebra (ADNdh), a medida que aumenta la temperatura el ADN se va desnaturalizando generando ADN 
simple hebra (ADNsh), esto provoca simultáneamente que el intercalante se vaya liberando del ADN y por lo 
tanto la fluorescencia disminuye en este proceso. El punto medio de la fase de fusión, en el cual ocurre el mayor 
cambio de fluorescencia se conoce como la temperatura de fusión (TF) o pico de fusión (por curvas con picos de 
temperaturas generados desde la derivada de las curvas de fusión) y define o identifica a un dado fragmento de 
ADN(producto 1 o 2). 
 
Se generan así diferentes curvas de fusión, cuya forma dependerá del largo de la 
molécula de ADN a analizar, de su secuencia de bases y de la cantidad/composición de sales 
con  la que está en contacto la molécula en estudio. 
Los intercalantes de ADN de tercera generación no producen inhibición de la PCR en 
altas concentraciones como los de primera generación (Ej.: SYBR Green I)(93, 94), por ello 
pueden utilizarse grandes cantidades de los mismos, permitiendo una saturación en la unión a 
la molécula de ADN doble hebra, logrando de esta manera una mayor fidelidad de señal de 
fluorescencia (95). 
La técnica de HRM basada en su simplicidad (por ejemplo, no requiere pasos post-
PCR para llegar al resultado), flexibilidad, rapidez, bajo costo, naturaleza no destructiva del 
producto, sensibilidad y especificidad, se convirtió en una herramienta de elección. Además 
resulta una alternativa para las técnicas electroforéticas en el estudio de variantes en el ADN 
(96), pudiendo en potencia, ser aplicada para detectar todo tipo de modificaciones incluyendo: 
cambios de simple nucleótido, inserciones, deleciones, sustituciones de pares de bases (93) y 
estudios de metilación (97). Ver Anexo 3 para análisis de curvas HRM. 
 
 
4.1.3 Inmunohistoquímica    
 
A partir de 1996 aparecen los primeros anticuerpos comerciales para la detección de 
las enzimas del MMR. El primero estaba dirigido a detectar  la proteína MSH2. 
Los estudios iniciales en CCR utilizando IHQ, proponían un panel que incluía 
anticuerpos que reconocían a las proteínas generadas por los genes MLH1 y MSH2. Este 
panel acotado, resultó poseer una sensibilidad del 85% al predecir la presencia de una 
mutación germinal en los genes MLH1 y MSH2, algo más bajo que la que propone la MSI 
(93%). Esta baja sensibilidad se debía en mayor medida a la falta de eficacia de la detección 
de la IHQ para con MLH1 (74% de sensibilidad)(98). 
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Sin embargo, con la inclusión de los anticuerpos para detectar el producto de los genes 
MSH6 y PMS2, se logró incrementar significativamente la sensibilidad de la técnica, 
mostrando valores equivalentes a la prueba de MSI. 
La mayoría de las mutaciones encontradas en el gen MSH2 generan una proteína 
trunca, por lo tanto los CCR que poseen una mutación en este gen mostrarán ausencia de 
dicha proteína en el estudio de IHQ (99). 
Sin embargo, más de un tercio de las mutaciones en el gen MLH1 son del tipo sin 
sentido que pueden resultar en proteínas mutantes catalíticamente inactivas, pero 
antigénicamente intactas (100). 
Como ya se explicó anteriormente, estas proteínas funcionan como heterodímeros: 
MSH2-MSH6 y MLH1-PMS2. Se ha demostrado, además, que las proteínas MSH2 y MLH1 
son las de mayor importancia funcional en estos dímeros (101, 102). Las anormalidades 
sufridas por estas proteínas principales pueden inducir la degradación proteolítica de todo el 
dímero [hay excepciones para algunas mutaciones en MLH1 que conservan la antigenicidad 
de la misma y el estudio de IHQ solo mostrará la falta de PMS2 (98)]. Como resultado, las 
mutaciones en MLH1 o MSH2 a menudo causan pérdida concurrente del heterodímero 
MLH1-PMS2 o MSH2-MSH6. Lo contrario, sin embargo no sucede, ya que cuando se 
presentan mutaciones en las proteínas secundarias MSH6 y PMS2, puede no ser concurrente 
con la pérdida de las proteínas principales MLH1 y MSH2. Esto se puede fundamentar en la 
utilización de otras proteínas como MSH3, MLH3 y PMS1 para el reemplazo de las proteínas 
secundarias afectadas. Por lo tanto mutaciones en MSH6 y PMS2 pueden mostrar solo su 
ausencia en la IHQ sin afectar la detección de las demás proteínas del MMR. 
Como ventaja de la IHQ sobre la MSI podemos destacar que permite el 
direccionamiento del secuenciamiento hacia el gen que codifica la proteína alterada (o al 
menos que no se visualiza en la tinción). Esto simplifica el estudio posterior de 
secuenciamiento del ADN. 
Por otro lado, se sabe que el secuenciamiento del ADN masivo o de nueva generación, 
ha disminuido costos y tiempos comparado con el método de secuenciación de Sanger. Un 
reciente estudio utiliza secuenciación masiva para el análisis de paneles de genes del MMR 
involucrados en el SLy. Los autores destacan que el ensayo puede hacerse al mismo costo que 
el secuenciamiento y el análisis de deleción/duplicación de un único gen por los métodos 
tradicionales, logrando sensibilidad y exactitud equivalentes o superiores (103). 
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5. Tratamiento del CCR 
 
El manejo clínico del paciente con diagnóstico de CCR es un procedimiento de 
múltiples aristas y su tratamiento depende de la localización, biología y extensión tumoral, 
sumado a las características generales del paciente.  
Aunque una extracción quirúrgica óptima es aún el pilar principal de un tratamiento 
curativo, la versatilidad en el tratamiento adyuvante puede resultar en una sobrevida 
prolongada, mejor calidad de vida y también en una cura definitiva para ciertos pacientes. Las 
decisiones en cuanto al trato clínico y tratamiento deberían estar fundadas en guías basadas en 
la evidencia, como las de la Sociedad América de Oncología (ASCO, del inglés American 
Society of Clinical Oncology)(104), la Red Nacional del Cáncer (NCCN, del inglés National 
Comprehensive Cancer Network)(105) y la Sociedad Europea de Oncología Médica (ESMO,  
del inglés European Society for Medical Oncology )(106, 107). Estas guías están diseñadas 
para establecer estrategias de tratamientos estandarizados para el CCR y poder así eliminar las 
diferencias entre los distintos centros de salud tratantes. 
El CCR es estadificado usando el sistema TNM (Ver Anexo 4), el cual está claramente 
correlacionado con la sobrevida del paciente. La valoración preoperatoria debería enfocarse 
en la presencia de compromiso en nódulos linfáticos regionales y metástasis distantes. Esto se 
debe a que el tratamiento estándar es la resección quirúrgica de la/s lesión/es sin un 
tratamiento precedente, independientemente del estadio ―T‖. Una tomografía computada 
puede valorar exactamente la presencia de una metástasis distante, aun cuando esta técnica 
varía su exactitud con el estadio del cáncer de colon.  
Por otro lado, se pueden analizar además factores pronósticos extraídos desde 
características  propias del tumor: sistema TNM, invasión vascular, escala pronóstica 
modificada de Glasgow (108), morfometría nuclear (109), entre otros (ejemplo: CEA y CEA 
19-9). Estos factores pueden colaborar en el manejo del paciente post cirugía. 
 
 
5.1 Tratamiento adyuvante en CCR con inestabilidad de microsatélites 
 
Los pacientes con CCR que poseen MSI y por lo tanto portadores de un tumor 
deficiente en el MMR, están asociados con un buen pronóstico de la enfermedad 
independientemente del estadio tumoral, a pesar del hecho de que este tipo de tumores esté 
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relacionado a una pobre diferenciación, con análisis histológico que ubicaría a los pacientes 
en un grupo de alto riesgo si se utilizara la clasificación histopatológica tradicional (110, 111).  
Debido a esta condición de mejor sobrevida, o menor agresividad de la enfermedad, se 
debe terminar de definir si los pacientes con CCR y deficiencias en el MMR deben o no 
recibir terapia adyuvante; si fuera suministrada, cuál sería el esquema recomendado y además 
cual estadio se vería beneficiado. Los esquemas de tratamiento adyuvante que se han utilizado 
en pacientes con tumores deficientes en el MMR incluyen algunos o combinación de los 
siguientes compuestos: 5 fluorouracilo (5-FU), Capecitbina/Leucovorina, Oxaliplatino, 
Irinotecan. Los datos más relevantes y con mayor influencia han sido extraídos desde estudios 
realizados con la administración de 5-FU (112, 113).  
En base al pormenorizado análisis precedente, proponemos a continuación Hipotésis y 



























































Los marcadores CAT25, BAT25 y BAT26 son cuasimonomórficos en nuestra 
población (Córdoba y provincias aledañas) y su inestabilidad es potencialmente útil para 
detectar MSI en CCR mediante la metodología propuesta. 
 





Evaluar la frecuencia de la inestabilidad de secuencias microsatétiles (MSI), mediante 
un panel de microsatélites mononucleótidos (CAT25, BAT26 y BAT25) a través de PCR-
HRM, en CCR de pacientes de nuestra población, para así poder determinar el impacto en el 





1. Desarrollar y validar una PCR-HRM para cada uno de los microsatélites a 
estudiar (BAT25, BAT26 y CAT25). Además, analizar su inestabilidad por esta 
metodología en CCR de pacientes de nuestra población. 
 
2. Determinar si los marcadores microsatélites a estudiar son cuasimonomórficos 
en nuestra población. 
 
3. Correlacionar los resultados del análisis de MSI con la edad, sexo, 
sintomatología, histología, localización del tumor, ambiente e inmunohistoquímica.  
 
4. Correlacionar los resultados del análisis de MSI con los criterios de Bethesda 
modificados. 
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5. Determinar si la presencia de inestabilidad de microsatélites analizada con el 
panel propuesto, tiene impacto en el pronóstico de pacientes con CCR de acuerdo a 

































































El trabajo de tesis se basa en un estudio retrospectivo en el que se enrolaron 110 
pacientes (43 mujeres / 67 hombres) de nacionalidad argentina (pertenecientes a las 
provincias de Córdoba y aledañas) tratados en el Hospital Privado de Córdoba desde 2006-
2009. Los criterios de inclusión fueron: pacientes adultos, con nuevo diagnóstico de 
adenocarcinoma colorrectal confirmado histológicamente, en cualquier estadio patológico. 
Fueron excluidos quienes presentaran múltiples pólipos.  
El promedio de edad fue de 66 años (rango: 30-89 años). 
El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Ética en Investigación en Salud 
del Hospital Privado Universitario de Córdoba (número de protocolo HP 4-80). El proyecto 
fue inscripto en el Registro Provincial de Investigaciones en Salud (RePIS) bajo el número 
553. 
Los pacientes firmaron consentimiento informado para participar en el mismo. De 
cada paciente se obtuvo: historia médica y familiar, 5ml de sangre periférica (SP) y una 
muestra del tejido tumoral correspondiente al espécimen quirúrgico. 
El seguimiento de los pacientes se realizó con el servicio de cabecera de acuerdo a las 
guías establecidas por la Sociedad Americana de Oncología (ASCO 2005).  
Para llevar a cabo el estudio del grado de monomorfismo de los marcadores 
microsatélites, se analizó el ADN extraído de SP de 208 personas (104 mujeres/ 104 hombres) 
sin diagnóstico de tumor al momento de la obtención de la muestra, y por ello considerados 
para este estudio, voluntarios libres de tumor (VLT). Estas personas pertenecen a nuestra 
población [de descendencia: 56% Europea, 41% Nativo Americano y 3% Africana (114)].  
 
 
2. Extracción de ADN genómico 
 
El ADN genómico desde tejido tumoral fresco (es decir, no embebido en parafina), se 
obtuvo incubando las muestras con Proteinasa K (Promega, Madison WI, USA) a una 
concentración de 2 mg/ml durante toda la noche a 56 °C, seguido de una extracción con el 
reactivo MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche applied science, 
Mannheim, Germany) en el sistema automatizado de extracción de ácidos nucleicos MagNA 
Pure Compact (Roche applied science, Mannheim, Germany). 
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El ADN de sangre periférica se aisló desde 400µl de sangre periférica mediante el 
sistema automatizado y los reactivos ya descritos. 
La concentración y pureza del ADN aislado se determinaron mediante la medición de 
las lecturas a 260 y 280 nm con espectrofotómetro UV (MaestroNano
®
, MaestroGen Inc, 
Hsinchu City, Taiwan). 
 
 
3. Estudio de inestabilidad en BAT25 y BAT26 mediante PCR-HRM  
 
El estudio para BAT25 y BAT26 mediante PCR-HRM se llevó a cabo como ya se ha 
descrito (115), pero con algunas modificaciones. Brevemente, la PCR en tiempo real se 
realizó en un volumen final de 10 µl  que contenía 5µl de Kapa
TM
 HRM Fast master mix 2x 
con evagreen (Kapa Biosystems, Wilmington, USA), 2µl de MgCl2 25 mM (Kapa 
Biosystems, Wilmington, USA), 8pmol de cada cebador (Integrated DNA Technologies, 
Coralville, USA)  para BAT26 (A 5- TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3 y B 5-
AACCATTCAACATTTTTAACC-3), 25ng de ADN genómico y agua libre de nucleasas 
hasta completar el volumen. Los volúmenes y reactivos utilizados para BAT25 fueron iguales 
a BAT26,  salvo la utilización de 1µl de MgCl2 25 mM (Kapa Biosystems, Wilmington, USA) 
y los cebadores específicos para BAT25 (A 5-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3 y B 5-
TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3). 
Condiciones de PCR-HRM: 1 etapa de 95°C por 3min., 40 ciclos de 95°C por 10seg., 
55ºC por 30 seg. 72°C por 20seg., el HRM: 1 etapa de 95°C por 10seg., 1 etapa a 44°C por 
5seg. con elevación de la temperatura hasta 90°C con adquisición de fluorescencia cada 0,1°C 
desde los 65ºC. 
Los análisis fueron  hechos en un termociclador Eco
tm
 Real-time PCR system 
(Illumina, San Diego, USA) el cual posee software y hardware específico para la realización 
de PCR-HRM. 
Se consideró que un CCR poseía inestabilidad para BAT25 o BAT26 mediante PCR-
HRM cuando las curvas (normalizadas y gráfica diferencial) generadas desde el ADN tumoral 
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4. Estudio de inestabilidad en CAT25 mediante PCR-HRM 
 
El estudio del marcador CAT25 se realizó con iniciadores sintéticos ya utilizados y 
publicados por otros autores (ISP) (66), y creando nuevos (NewCAT25: F; 5’-
CCTGCTTATCTGAAACTTCCC-3’ y  R; 5’-TGAGATCGTGCCACTGC-3’ y 
SmallCAT25: F; 5’-CTTCCCAACTTCCCTGTTCTTT-3’ y R; 5’-
GGCGACAGAGCGAGACT-3’) desde el número de acceso NM_032982 del Genbank con el 
PrimerQuest software (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA) (116). 
Las condiciones de PCR-HRM para amplificar a CAT25 utilizando SmallCAT25 
fueron las siguientes: 1 etapa de 95°C por 3min., 42ciclos de 95°C por 5seg. y 64°C por 
30seg., el HRM: 1 etapa de 95°C por 10seg., 1 etapa a 40°C por 5seg. con elevación de la 
temperatura hasta 90°C y adquisición de fluorescencia desde los 65ºC cada 0.1°C. Los 
reactivos se optimizaron de la siguiente forma: 0.2 µl de cada SmallCAT25 primer (10 
pmol/µl), 5 µl de Kapa
TM
 HRM Fast master mix 2x (Kapa Biosystems, Wilmington, USA), 
1.2 µl de MgCl2 25 mM (Kapa Biosystems, Wilmington, USA), 1 µl de ADN genómico 
(25ng/µl) y 2.4 µl de agua para llegar a 10 µl finales. El tiempo final de reacción fue de una 
hora. 
Los análisis fueron realizados en un termociclador  Eco
tm
 Real-time PCR system 
(ECO) (Illumina, San Diego, USA) el cual posee software y hardware específico para la 
realización de PCR-HRM. 
Se consideró que un CCR poseía inestabilidad para CAT25, mediante PCR-HRM, 
cuando las curvas de fusión de alta resolución generadas desde el ADN tumoral, diferían de 
las generadas por el control normal (ADN de SP del paciente en estudio). 
 
 
5. Análisis de microsatélites utilizando electroforesis capilar 
 
Para la validación de los resultados obtenidos por PCR-HRM de CAT25, BAT25 y 
BAT26 se recurrió a la EC (ABI3730XL Applied Biosystems, Foster city, USA) utilizando el 
servicio de la empresa Macrogen, Seoul, Korea. Los archivos de las corridas fueron 
analizados en nuestro laboratorio mediante Peak Scanner Software 2 (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham MA, USA). El pico con mayor fluorescencia fue considerado el 
representativo del producto de PCR y de este se dedujo el peso molecular del amplicón. Las 
muestras de CCR fueron consideradas a presentar inestabilidad en los marcadores 
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microsatélites analizados cuando los resultados de la EC mostraban un tamaño de amplicón 
diferente entre el generado por ADN tumoral y el ADN de SP del mismo paciente. 
Para este estudio los cebadores SmallCAT25F y BAT25A fueron marcados con FAM, 
en tanto que BAT26A se marcó con el fluoróforo HEX y todas las marcas fueron colocadas 
en el extremo 5’ de los oligonucleótidos. La condiciones de ciclado fueron iguales a las 
utilizadas para realizar la PCR-HRM. 
En el análisis del grado de monomorfosidad poblacional, un marcador fue considerado 
cuasimonomórfico cuando en el estudio global, el largo de sus productos de PCR no difieran 
en más de 3 pares de bases (pb) del producto más representativo del rango obtenido para 
dicho marcador, como ya ha sido propuesto (117). 
 
 
6. Parámetros utilizados en la validación de las PCR-HRM 
 
La validación de las PCR-HRM desarrolladas fue llevada a cabo de acuerdo a los 
lineamientos asentados en las guías para desarrollo de técnicas moleculares genéticas, como 
ya se ha publicado (118). 
 
6.1 Especificidad y sensibilidad analítica: Estos parámetros fueron calculados teniendo en 
cuenta los resultados obtenidos desde el análisis de EC, asignando a esta técnica como patrón. 
 
6.2 Robustez: Para la evaluación de la variación en la cantidad de partida de templado, el 
ADN de SP desde el grupo de voluntarios fue adicionado en triplicado a los tubos de reacción 
a diferentes concentraciones (10ng, 25ng, 40 ng y 80ng).  
Además, para el microsatélite CAT25 se realizó la misma corrida usando las muestras 
con MSI(+) en tres diferentes termocicladores con capacidad para realizar una PCR-HRM: 
ECO, Rotor-Gene
tm
 6000 (RG) (Qiagen, Hilden, Germany) y LightCycler
®
 Z480 (Z480) 
(Roche applied science, Mannheim, Germany). 
 
6.3 Prueba de precision intra-corrida (repetibilidad): Para esta prueba un operador corrió 
10 replicados de ADN tumoral (con inestabilidad demostrada) vs. 10 replicados de ADN de 
SP del mismo paciente en una misma corrida analítica. 
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6.4 Prueba de precisión inter-corrida (reproducibilidad): Para esta prueba, se corrieron los 
mismos tipos de muestra que la prueba anterior, pero en triplicado durante tres días diferentes.  
 
 
7. Definición de presencia de inestabilidad de microsatélite positiva en los 
tumores 
 
Un tumor fue considerado de poseer inestabilidad de microsatélites positiva MSI(+) 
cuando al menos dos de los tres marcadores estudiados presentaba dicha alteración en el 
tumor con respecto al tejido normal (SP en este caso)(71).  Además, se asume como 
equivalentes a las nomenclaturas MSI(+) y MSI-H (ver discusión, página 88). 
 
 
8. Análisis Inmunohistoquímico 
 
Para este estudio se utilizaron muestras de biopsias y piezas quirúrgicas recibidas en el 
servicio de Anatomía Patológica del Hospital Privado. Las mismas fueron fijadas en formol al 
10% y embebidas en parafina. De los tacos seleccionados se realizaron cortes de 5 µm para la 
tinción inmunohistoquímica. 
Los anticuerpos primarios utilizados fueron: MSH2 (CELL MARQUE, clon 6219-
1129) dil 1/100; MSH6 (CELL MARQUE, clon 44), dil 1/50; MLH1 (VENTANA, clon M1); 
PMS2 (VENTANA, clon ERP3947). 
La técnica se llevó a cabo en plataformas Benchmark GX – VENTANA (ROCHE) y 
se revelaron con Optiview DAB Detection Kit (Roche) en todos los casos. Para las 
marcaciones de MLH1 y PMS2 además se utilizó Optiview Amplification Kit (Roche) según 
protocolos sugeridos por el fabricante. 
Posteriormente, los portaobjetos con las muestras fueron deshidratados y montados 
para su visualización y evaluación al microscopio óptico. 
Interpretación de los resultados: una muestra se considera negativa (o con ausencia de 
la proteína MMR) cuando no se observa ningún núcleo celular tumoral con tinción positiva 
para la proteína en estudio. Un resultado ―Focal‖, significa que la tinción es positiva solo en 
una zona limitada del tejido, es decir no es homogénea en el tumor. 
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Como controles internos positivos, se considerará la tinción que se observa en los 
núcleos celulares de: linfocitos infiltrantes, células del estroma y mucosa normal. 
 
 
9. Esquema de tratamiento adyuvante 
 
A los pacientes con MSI(+) que recibieron tratamiento adyuvante, se los trató con 5-
Fluorouracilo/Leucovorina o 5-Fluorouracilo/Leucovorina/oxaliplatino. 
 
 
10. Análisis estadístico 
 
Para el análisis estadístico se utilizó el software Infostat (Di Rienzo J.A., Casanoves 
F., Balzarini M.G., Gonzalez L., Tablada M., Robledo C.W. InfoStat versión 2014. Grupo 
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina. URL 
http://www.infostat.com.ar). El test t para diferencia de medias, fue utilizado cuando la 
variable cumplió con los criterios de normalidad (shapiro Wilks). Cuando la variable no 
cumplía con dichos criterios, el test no paramétrico aplicado fue el de Mann-Whitney 
(Wilcoxon). Las curvas de Kaplan-meier fueron obtenidas para la comparación de las 
sobrevidas usando LogRank Test. El cálculo de Hazard Ratio fue realizado mediante 
MedCalc Statistical Software version 16.8 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; 
https://www.medcalc.org; 2016). El cálculo del test exacto de Fisher desde tablas de 
contingencia fue realizado con GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad 
Software ,La Jolla California USA). 
Se calculó la sensibilidad y la especificidad analítica de la PCR-HRM para CAT25, 
BAT25 y BAT26 en la detección de la inestabilidad en cada marcador. Para ello se definieron 
como verdaderos inestables (I+) o no inestables (I -) a los resultados obtenidos desde la EC. 
El cálculo se realizó de la siguiente forma: para sensibilidad analítica (esto es porcentaje de I+ 
si la inestabilidad realmente está presente en la muestra analizada), se tomó el número de 
verdaderos (+) dividiéndolo por el número de falsos negativos sumado al de verdaderos (+) y 
este resultado multiplicado por 100. Para especificidad analítica (esto es porcentaje de I - si la 
inestabilidad está realmente ausente), se tomó el número de verdaderos (-), sobre el número 
de falsos positivos sumado a los verdaderos (-) y este resultado multiplicado por 100. 
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El valor predictivo positivo (VPP) se define aquí como: la probabilidad de que un 
tumor posea MSI(+) si el resultado del análisis por los marcadores propuestos fuera positivo 
(es decir, al menos 2 marcadores positivos de los 3 en estudio) , y se calculó como sigue: VPP 
= (VP /FP+VP) x100 
El valor predictivo negativo (VPN) se define aquí como: la probabilidad de que un 
tumor sea MSI (-) cuando el resultado del análisis de los marcadores propuestos fuera 
negativo, y se calculó de la siguiente forma: VPN= (VN /FN +VN) x100. VP: Verdaderos 
positivos, VN: Verdaderos negativos, VP: Verdaderos positivos, FP: Falsos positivos. 
La sobrevida total o global fue definida como el tiempo desde la cirugía al día de la 
muerte (por cualquier causa). La sobrevida libre de enfermedad fue definida como el tiempo 
desde la cirugía a la fecha de recurrencia de la enfermedad, o fallecimiento. Ambas 
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1. Desarrollo y validación de PCR-HRM para CAT25 
1.1 Amplificación utilizando ISP 
 
Los ISP generan un amplicón de 150 pb y para desarrollar la reacción se variaron las 
condiciones de ciclado y la concentración de Mg
2+ 
para tratar de lograr una amplificación 
óptima. Utilizando diferentes combinaciones de estas variables, siempre se obtuvieron 
productos de PCR con numerosos picos de fusión y altos Ciclos umbrales (CT, del inglés 
Cycle Threshold) (Figura 12). Estas características invalidan el análisis de una PCR-HRM y 
por lo tanto se desiste en utilizar ISP en este estudio. 
 
 
Figura  12. Amplificación de CAT25 utilizando ISP 
A- Se observa la amplificación de 4 muestras de ADN de SP de la población VLT y un blanco de reacción (BR) 
utilizando los iniciadores ISP. Se visualizan aquí, CT elevados (~38). B- Se muestran los numerosos dominios o 
picos de fusión (flechas) correspondientes a diferentes productos generados en la amplificación. 
 
 
1.2 Amplificación utilizando NewCAT25  
 
Mediante el uso de NewCAT25 se buscó disminuir el tamaño del amplicón (119pb), y 
tratar de obtener un solo producto. Se probaron diferentes ciclados y se lograron 
amplificaciones con  CT correctos (<30), pero el producto de la reacción terminaba generando 
dos picos de fusión que identificaban claramente dos productos o dos dominios de fusión en el 
mismo (Figura 13).  
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Figura  13. Amplificación de CAT25 utilizando newCAT25 
A- Se puede apreciar la amplificación de 3 diferentes muestras de ADN de la población VLT y un blanco de 
reacción(BR), utilizando los iniciadores NewCAT25.  Los CT son muy parejos y válidos (~24) para una PCR-
HRM. B- Se observa claramente la aparición de 2 productos de amplificación (flechas). 
 
 
1.3 Amplificación utilizando SmallCAT25 
 
Se debió optimizar el ciclado-HRM y todos los componentes de la reacción ya que no 
hay publicado hasta el momento ningún estudio de CAT25 analizado mediante esta 
metodología Con los iniciadores SmallCAT25 se acotó incluso más la región genómica en 
estudio, y con ellos se generó un solo amplicón de 65pb a CT esperados (< 30) (Figura 14). 
La optimización del ciclado-HRM y todos los componentes de esta reacción novel se pueden 
consultar en Pacientes y métodos. 
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Figura  14. Amplificación de CAT25 utilizando SmallCAT25 
A- Se puede ver la amplificación de 3 diferentes muestras de ADN de la población VLT y un blanco de reacción 
(BR). Aquí los CT se observan correctos (~26) para una PCR-HRM. B- Se corrobora la amplificación de solo un 
producto debido a la aparición de un único dominio de fusión. C- Curva normalizada de HRM de los productos 
de SmallCAT25. D- Gráfica diferencial de los productos de SmallCAT25 
 
 
1.4 Pruebas de robustez utilizando SmallCAT25 
 
Como se describió previamente en Pacientes y métodos, fueron analizadas diferentes 
concentraciones de ADN genómico desde el grupo VLT. Al colocar 80 ng/reacción las curvas 
de amplificación parecen saturadas y las curvas de HRM normalizadas podrían llevar a 
interpretaciones erróneas, en tanto que el rango de 40 a 10 ng/reacción fue el de mejor 
exactitud en la interpretación de las curvas de HRM (Figura 15). 
Para todas las pruebas y análisis subsiguientes de CAT25 se utilizó ADN genómico en 
una concentración de 25 ng/reacción. 
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Figura  15. Variación de la cantidad de ADN genómico de partida para CAT25 
Se pueden visualizar las curvas de HRM normalizadas (panel inferior) y gráficas diferenciales (panel superior) 
para CAT25 utilizando 10, 25, 40 y 80 ng de ADN de un tumor con MSI(+) (T109) vs. ADN de sangre periférica 




Con la intención de estudiar una variable más dentro de la robustez de la técnica, la 
reacción para detectar la inestabilidad en CAT25 fue realizada en tres diferentes 
termocicladores con capacidades para realizar una PCR-HRM. El análisis fue llevado a cabo 
con muestras de ADN apareadas de tumor/SP de los casos que mostraron MSI(+) en sus 
tumores. En los tres equipos utilizados se encontraron los mismos resultados finales para 
todos los casos estudiados (Figura 16).  Los tiempos de reacción de la PCR-HRM están 
desglosados en la tabla 1. 
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Figura  16. Estudio de CAT25 en tres diferentes aparatologías 
A- Curva de HRM normalizada del tumor/S 109 analizada en RG. B- Curva de gráfica diferencial del tumor/S 
109 analizada en RG. C- Curva de HRM normalizada del tumor/S 109 analizada en Z480. D- Curva de gráfica 
diferencial del tumor/S 109 analizada en Z480. E- Curva de HRM normalizada del tumor/S 109 analizada en 
ECO. F- Curva de gráfica diferencial del tumor/S 109 analizada en ECO. 
S:Sangre periférica. T:tumor. RG:Rotor-Gene
tm
 6000. Z480: LightCycler
®
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Tabla 1. Tiempos de reacción en los termocicladores usados para detección de inestabilidad en CAT25 
CAT25/PCR-HRM ECO RG Z480 
PCR (min) 49 63 60 
HRM (min) 6 38 20 
PCR-HRM (min) 55 101 80 
 
 
1.5 Pruebas de reproducibilidad utilizando SmallCAT25 
 
Se demostró la reproducibilidad del estudio mediante pruebas intra e inter-ensayo 
(Figuras 17 y 18 respectivamente) con las condiciones mencionadas en Pacientes y métodos. 
 
  
Figura  17. Prueba de reproducibilidad intraensayo para CAT25 
A- Curvas normalizadas de HRM generadas desde ADN de un tumor con MSI(+) vs. ADN de sangre periférica 









Figura  18. Prueba de reproducibilidad interensayo 
 Curvas de HRM normalizadas (izquierda) y gráficas diferenciales (derecha) para CAT25 en diferentes días, 
utilizando ADN de tumor con MSI(+) vs. ADN de sangre periférica (SP) de un mismo paciente, ambas muestras 
corridas por triplicado. 
 
 
1.6 Rango de normalidad para CAT25 
 
Para deducir si CAT25 es cuasimonomórfico en la población en estudio, se analizó el 
grupo de VLT (208 personas libres de tumor que aportan 416 alelos al estudio), mediante 
PCR-HRM y EC. La PCR-HRM mostró curvas homogéneas entre individuos (Figura 19) en 
tanto que desde los resultados de EC se logró establecer un rango de normalidad de 64 a 66pb 
para CAT25 utilizando los iniciadores SmallCAT25, lo cual confirma la 
cuasimonomorfosidad en nuestra población (Figura 20). 
 




Figura  19. Curvas de HRM normalizadas desde el grupo VLT 
 Homogeneidad en las curvas de HRM normalizadas, generadas utilizando ADN de SP de 48 personas   
pertenecientes al grupo VLT. 
 
 
Figura  20. Distribución  alélica de CAT25 en el grupo VLT  
Distribución de CAT25 en pares de bases mediante el análisis de 416 alelos del grupo VLT, utilizando 
SmallCAT25 y EC. De los resultados se puede deducir un rango cuasimonomórfico de 64-66 pares de bases 
para CAT25. 
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1.7 Estudio de CAT25 en CCR 
 
Se estudió la MSI de CAT25 en ADN genómico de 110 CCR/SP mediante PCR-HRM 
y EC. En los resultados de estos análisis se pudo observar que 11 de ellos poseían la 
inestabilidad en este microsatélite. Los tumores que presentaron dicha alteración mostraron 
curvas de HRM diferentes cuando se las comparaba con lo obtenido desde SP del mismo 
paciente. Los resultados de la EC para esas mismas muestras, justificaron los encontrados en 
la PCR-HRM, ya que se pudieron ver las diferencias de pb entre los amplicones obtenidos 
para CAT25 desde ADN de tejido tumoral y la SP (Figura 21, A y B). 
 
 
Figura  21. A. Comparación de análisis en EC y HRM para CAT25 
A- Se visualiza mediante EC un pico de 66pb correspondiente a ADN de tejido normal que se procesó junto con 
la porción tumoral (tumor 102 con pico alterado a 58pb) en la extracción de los ácidos nucleicos. B- Pico 
normal de 66pb correspondiente a ADN extraído de sangre periférica de caso 102 (S102). C y D Se observa la 
diferencia en las curvas de HRM normalizada y gráfica diferencial respectivamente generadas a partir de ADN 
genómico sangre periférica (S102) vs. ADN del tumor (T102) del mismo paciente.  
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Figura  21. B. Comparación de análisis en EC y HRM para CAT25 
E y F- Se puede apreciar, mediante EC, el corrimiento de -4 pb entre el amplicón de CAT25 generado desde 
ADN de tejido tumoral  (T115) vs. el generado desde ADN de sangre periférica (S115) del mismo paciente, 
denotando la inestabilidad tumoral en CAT25. G y H- Se puede observar el mismo escenario descripto en E y F 
reflejado mediante las curvas de HRM normalizadas y gráfica diferencial respectivamente. 
I y J- Se observa cómo el análisis de HRM logra distinguir amplicones que difieren en 1pb denotando la 
inestabilidad en el marcador. Las curvas y picos son generadas desde ADN tumoral (T109) con 64pb y sangre 
periférica  (S109) con 65pb, del mismo paciente. K y L- Se puede observar el mismo escenario descripto en I y J 
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Las diferencias en la extensión del amplicón del tejido tumoral vs. SP del mismo 
paciente fue siempre negativa, es decir, cuando el tejido poseía inestabilidad en CAT25 la 
longitud del amplicón del tumor siempre tenía menos pares de bases que el correspondiente a 
la sangre periférica del mismo paciente. El pico principal en 1 tumor MSI(+) desde la EC 
estuvo incluido en el rango de pb cuasimonomórfico (Figura 22); esto no impidió que la PCR-
HRM catalogara al mismo como alterado para CAT25 (Figura 21B, K Yy L). 
 
 
Figura  22. Distribución alélica de CAT25 en Tumores MSI (+) y grupo VLT  
Visualización del largo de los amplicones de CAT25 generados mediante los iniciadores SmallCAT25 desde 
ADN de tumores MSI(+) y de sangre periférica del grupo de voluntarios libres de tumor (VLT). Todos los 
tumores poseen menor largo en pares de bases que el rango normal (64-66 pb) establecido por el grupo VLT, a 
excepción de un caso que quedó incluido en dicho rango. 
 
 
1.8 Sensibilidad y especificidad analítica de PCR-HRM para CAT25 
 
La sensibilidad y especificidad analítica para este marcador fueron del 100% ya que al 
comparar los resultados de la MSI desde los tumores estudiados mediante la técnica de PCR-
HRM desarrollada con los obtenidos por EC (la cual se consideró como la técnica patrón), 
hubo 100% de concordancia (Ver Tabla 2, página 65). 
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1.9 Valores Predictivos para CAT25 
 
Los VPP y VPN para este marcador fueron del 100% para predecir la MSI(+) en los 
tumores estudiados, ya que siempre que un tumor presentó inestabilidad en CAT25 (por 
cualquiera de los dos métodos) fue catalogado como MSI(+) de acuerdo a nuestro criterio de 
clasificación explicado en Pacientes y métodos. 
 
 
2. Desarrollo y validación de PCR-HRM para BAT25 
 
2.1 Amplificación del microsatélite BAT25 
 
La amplificación generó un único amplicón como producto de reacción (Figura 23). 
 
Figura  23. Amplificación de BAT25  
A- Amplificación de 3 diferentes muestras de ADN de la población VLT. B- Se corrobora la amplificación de 
solo un producto debido a la aparición de un único dominio de fusión.  
 
 
2.2 Pruebas de robustez para BAT25 mediante PCR-HRM 
 
Como se describió previamente, fueron analizadas diferentes concentraciones de ADN 
genómico desde el grupo VLT. En el rango de 80 a 10 ng/reacción se obtuvo exactitud en la 
interpretación de las curvas de HRM (Figura 24), pero la utilización de 80 ng/reacción 
produjo curvas de amplificación saturadas. 
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Para todas las pruebas y análisis subsiguientes de BAT25 se utilizó ADN genómico en 
una concentración de 25 ng/reacción. 
 
Figura  24. Variación de la cantidad de ADN genómico de partida para BAT25 
Curvas de HRM normalizadas (panel inferior) y gráficas diferenciales (panel superior) para BAT25 utilizando 
80, 40, 25, y 10 ng/reacción de ADN de un tumor con MSI(+) (T92) vs. ADN de sangre periférica (S92) de un 
mismo paciente, ambas muestras por triplicado.  
 
 
2.3 Pruebas de reproducibilidad para BAT25 mediante PCR-HRM 
 
Se demostró la reproducibilidad del estudio mediante pruebas intra e inter-ensayo 
(Figuras 25 y 26 respectivamente) con las condiciones citadas en Pacientes y métodos. En 
ambas pruebas, las curvas de HRM y gráfica diferencial muestran la reproducibilidad del 
estudio analizando ADN de tejido tumoral vs. ADN de SP del mismo paciente, pudiéndose 
observar en el análisis las diferencias en las curvas, que denotan la inestabilidad. 
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Figura  25. Prueba de reproducibilidad intraensayo para BAT25 
A- Curvas normalizadas de HRM generadas desde ADN de un tumor (T92) con MSI(+) vs. ADN de sangre 




Figura  26. Prueba de reproducibilidad interensayo 
 Curvas de HRM normalizadas (izquierda) y gráficas diferenciales (derecha) para BAT25 en diferentes días, 
utilizando ADN de tumor (T92) con MSI(+) vs. ADN de sangre periférica (S92) de un mismo paciente, ambas 
muestras corridas por triplicado. 
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2.4 Rango de normalidad para BAT25 
 
Para conocer si BAT25 es cuasimonomórfico en nuestra población, se estudió el grupo 
de VLT mediante EC. Desde los resultados se pudo deducir un rango de normalidad de 116 a 




Figura  27. Distribución  alélica de BAT25 en el grupo VLT  
Distribución de BAT25 en pares de bases extraído desde el análisis de 416 alelos del grupo VLT utilizando EC. 
De los resultados se puede deducir un rango cuasimonomórfico de 116-121 pares de bases para BAT25. 
 
 
2.5 Estudio de BAT25 en CCR 
 
Se estudió la MSI de BAT25 en ADN genómico de 110 CCR/SP mediante PCR-HRM 
y EC. En los resultados de estos análisis, se observó que 9 de ellos poseían la inestabilidad en 
este microsatélite. Los tumores que presentaron dicha alteración mostraron curvas de HRM 
diferentes cuando se las comparaba contra los obtenidos desde la SP del mismo paciente. Los 
resultados de la EC avalaron los apreciados en la PCR-HRM, ya que se pudieron ver las 
diferencias de pb entre los amplicones obtenidos para BAT25 desde ADN de tejido tumoral y 
la SP (Figura 28).  
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Figura  28. Comparación de resultados entre EC y HRM para BAT25 
A y B- Visualización, mediante EC, del corrimiento de -5 pb entre el amplicón de BAT25 generado desde ADN 
de tejido tumoral  (tumor T92) vs. el generado desde ADN de sangre periférica (S92) del mismo paciente, 
denotando la inestabilidad tumoral en BAT25. C y D- Se puede observar el mismo escenario descrito en A y B 
reflejado mediante las curvas de HRM normalizadas y grafica diferencial. 
 
 
Las diferencias en el largo del amplicón del tejido tumoral vs. SP del mismo paciente 
fue siempre negativa, es decir, cuando el tejido poseía inestabilidad en BAT25 la longitud del 
amplicón del tumor siempre mostraba menos pares de bases que el correspondiente a la 
sangre periférica del mismo paciente. Esto también se puede apreciar si se comparan el largo 
de los amplicones generados desde los tumores MSI(+) vs. los generados por la SP del grupo 
VLT, tomados como rango normal (Figura 29). 
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Figura  29. Distribución alélica de BAT25 en Tumores MSI (+) y grupo VLT  
Visualización del largo de los amplicones de BAT25 generados desde ADN de tumores MSI(+) y de sangre 
periférica del grupo de voluntarios libres de tumor (VLT). Todos los tumores poseen menor largo en pares de 
bases que el rango normal establecido por el grupo VLT. 
 
 
2.6 Sensibilidad y Especificidad Analítica de PCR-HRM para BAT25 
 
La sensibilidad y especificidad analítica para este marcador fueron del 100% ya que al 
comparar los resultados de la MSI desde los tumores estudiados mediante la técnica de PCR-
HRM desarrollada con los obtenidos por EC (la cual se consideró como la técnica patrón), 
hubo 100% de concordancia (Ver Tabla 2, página 65). 
 
 
2.7 Valores Predictivos para BAT25 
 
En los tumores analizados los VPP y VPN para este marcador fueron del 92% y 98% 
respectivamente para predecir la MSI(+), ya sea mediante EC o PCR-HRM. Estos valores 
surgen de un falso positivo para ambas técnicas (tumor 82) y 2 falsos negativos también por 
ambas técnicas (tumores 35 y 64, ver Tabla 2, página 65). 
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3. Desarrollo y validación de PCR-HRM para BAT26 
 
3.1 Amplificación del microsatélite BAT26 
 
La amplificación generó un único amplicón como producto de reacción (Figura 30). 
 
 
Figura 30. Amplificación de BAT25  
A- Amplificación de 3 diferentes muestras de ADN de la población VLT. B- Se corrobora la amplificación de 
solo un producto debido a la aparición de un único dominio de fusión.  
 
 
3.2 Pruebas de robustez para BAT26 mediante PCR-HRM 
 
Como se describió previamente, fueron analizadas diferentes concentraciones de ADN 
genómico desde el grupo VLT. En el rango de 80 a 10 ng/reacción se obtuvo exactitud en la 
interpretación de las curvas de HRM (Figura 31), pero la utilización de 80 ng/reacción 
produjo curvas de amplificación saturadas. 
Para todas las pruebas y análisis subsiguientes de BAT26 se utilizó ADN genómico en 
una concentración de 25 ng/reacción. 
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Figura  31. Variación de la cantidad de ADN genómico de partida para BAT26 
Curvas de HRM normalizadas (panel inferior) y gráficas diferenciales (panel superior) para BAT26 utilizando 
80, 40, 25 y 10 ng/reacción de ADN de un tumor con MSI(+) (T92) vs. ADN de sangre periférica (S92) de un 
mismo paciente, ambas muestras por triplicado.  
 
3.3 Pruebas de reproducibilidad para BAT26 mediante PCR-HRM 
 
Se demostró la reproducibilidad del estudio mediante pruebas intra e interensayo 
(Figuras 32 y 33 respectivamente) con las condiciones citadas en Pacientes y métodos. 
 
 
Figura  32. Prueba de reproducibilidad intraensayo para BAT26 
A- Curvas normalizadas de HRM generadas desde ADN de un tumor (T92) con MSI(+) vs. ADN de sangre 
periférica (S92) de un mismo paciente, ambas muestras replicadas 10 veces. B- Gráfico diferencial de la 
reacción descrita. 
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Figura  33. Prueba de reproducibilidad interensayo para BAT26 
 Curvas de HRM normalizadas (izquierda) y gráficas diferenciales (derecha) para BAT26 en diferentes días, 
utilizando ADN de tumor (T92) con MSI(+) vs. ADN de sangre periférica (S92) de un mismo paciente, ambas 
muestras corridas por triplicado. 
 
 
3.4 Rango de normalidad para BAT26 
 
Para conocer si BAT26 es cuasimonomórfico en la población en estudio, se analizó el 
grupo de VLT mediante EC. Desde los resultados se estableció un rango de normalidad de 
114-116 pb para BAT26, lo cual confirma su cuasimonomorfosidad en nuestra población  
(Figura 34). 
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Figura  34. Distribución  alélica de BAT26 en el grupo VLT  
Se puede apreciar la distribución de BAT26 en pares de bases, mediante el análisis de 416 alelos del grupo VLT 




3.5 Estudio de BAT26 en CCR 
 
Se examinó la MSI de BAT26 en ADN genómico de 110 CCR/SP mediante PCR-
HRM y EC. Los resultados mostraron que 13 de ellos poseían la inestabilidad en este 
microsatélite. Los tumores que presentaron dicha alteración mostraron curvas de HRM 
diferentes cuando se las comparaba contra la SP del mismo paciente. Los resultados obtenidos 
de la EC justificaron los apreciados en la PCR-HRM, ya que se pudieron ver las diferencias 
de pb entre los amplicones obtenidos para BAT26 desde ADN de tejido tumoral y la SP 
(Figura 35).  
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Figura  35. Comparación de resultados entre EC y HRM para BAT26 
A y B- Mediante EC se visualiza un pico de 114pb correspondiente al ADN de tejido normal que se procesó 
junto con la porción tumoral (pico alterado a 106pb) en la extracción de los ácidos nucleicos, y además el pico 
“normal” (114pb) generado desde análisis de la SP (S79).  C y D-  Se observa la diferencia en las curvas de 
HRM normalizada y gráfica diferencial generadas a partir de ADN genómico sangre periférica (S79) vs. ADN 
del tumor (T79) del mismo paciente. 
E y F- EC. Corrimiento de -6 pb entre el amplicón de BAT26 generado desde ADN de tejido tumoral  (tumor 
T92) vs. el generado desde ADN de sangre periférica (S92) del mismo paciente, denotando la inestabilidad 
tumoral en BAT26. G y H- Se puede observar el mismo escenario descrito en E y F reflejado mediante las 
curvas de HRM normalizadas y grafica diferencial respectivamente. 
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Las diferencias entre la longitud del amplicón del tejido tumoral vs. SP del mismo 
paciente fueron siempre negativas, como se observó también en el estudio de CAT25 y 
BAT25. Esta característica también se puede apreciar si se compara la extensión de los 
amplicones generados desde los tumores MSI(+) vs. los generados por la SP del grupo VLT 
tomados como rango normal  (Figura 36). 
 
Figura  36. Distribución alélica de BAT26 en Tumores MSI (+) y grupo VLT  
Visualización del largo de los amplicones de BAT26 generados desde ADN de tumores MSI(+) y de sangre 
periférica del grupo de voluntarios libres de tumor (VLT). Todos los tumores poseen menor largo en pares de 
bases que el rango normal establecido por el grupo VLT. 
 
3.6 Sensibilidad y Especificidad Analítica de PCR-HRM para BAT26 
 
La sensibilidad y especificidad analítica para este marcador fueron del 100% y 99% 
respectivamente. La especificidad no es la ideal, porque hubo un tumor que mediante PCR-
HRM mostraba inestabilidad para este marcador, pero no presentaba dicha alteración al ser 
analizada con EC (Ver Tabla 2, página 65). 
3.7 Valores Predictivos para BAT26 
 
El valor VPP para este marcador fue de 85% (PCR-HRM) y 92% (EC), en tanto que 
VPN fue de 100% (para ambas técnicas) para predecir la MSI(+). Se observaron dos 
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resultados falsos positivos (tumores n° 87 y 107) desde la PCR-HRM y uno de ellos también 
mediante el análisis con EC (tumor n°107). 
 
4. Resultados de los tres marcadores 
 
Con el análisis global de los tres marcadores por las técnicas de PCR-HRM y EC se 
infirió la  condición de MSI de los tumores estudiados.  Del total de 110 casos, hubo 11 que 
poseían MSI(+) en sus tumores. Los resultados obtenidos por ambas técnicas en estos casos 
positivos se pueden visualizar en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Tumores con MSI(+). Resultados de EC y PCR-HRM 
 Muestra CAT25 (pb) BAT25 (pb) BAT26 (pb) 
 S35 66 120 116 
 T35 62 y 66 120 109 y 116 
Diferencia en EC  -4 0 -7 
PCR-HRM  Alterado No Alterado Alterado 
 S48 65 120 114 
 T48 58 y 66 115 y 120 105 y 114 
Diferencia en EC  -8 -5 -9 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S55  66 120 116 
 T55 59 y 66 115 y 119 109 y 116 
Diferencia en EC  -7 -4 -7 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S64 66 120 116 
 T64 61 y 66 120 106 y116 
Diferencia en EC  -5 0 -10 
PCR-HRM  Alterado No alterado Alterado 
 S79 66 119 114 
 T79 63 116 y 119 106 y 114 
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MSI(+) : inestabilidad de microsatélites positiva. EC: Electroforesis capilar. PCR-HRM: Reacción en cadena de 
la polimerasa en tiempo real y curvas de fusión de alta resolución. ―T‖: tumor. ―S‖: sangre periférica. 
Diferencia en EC  -3 -3 -8 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S92 66 119 115 
 T92 64 114 109 
Diferencia en EC  -2 -5 -6 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S102 66 119 115 
 T102 58 y 66 109 y 118 104 y 114 
Diferencia en EC  -8 -10 -11 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S108 66 120 115 
 T108 57 y 66 113 y 120 103 y 115 
Diferencia en EC  -9 -7 -12 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S109 66 119 115 
 T109 65 113 y 119 106 y 114 
Diferencia en EC  -1 -6 -9 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S115 66 121 115 
 T115 62 111 y 120 109 
Diferencia en EC  -4 -10 -6 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 
 S116 65 119 115 
 T116 58 y 65 112 107 y 115 
Diferencia en EC    -7 -7 -8 
PCR-HRM  Alterado Alterado Alterado 




El análisis de IHQ fue llevado a cabo en nueve de los once tumores con MSI(+), 
(Figuras 37-41); los dos restantes (tumores 35 y 48) no pudieron ser analizados debido a 
inconvenientes técnicos. En los nueve tumores estuvo ausente la enzima PMS2 y en ocho de 
ellos tampoco se observó expresión de MLH1; en tanto que MSH2 y MSH6 estuvieron 
expresadas en todos los tumores estudiados por esta técnica (Tabla 3). Para algunos casos se 
pudieron analizar tanto la biopsia como el tejido tumoral luego de la resección de la parte 
afectada del colon (Pieza completa del CCR). 
 
Tabla 3. Inmunohistoquímica en CCR MSI(+) 
Nº de CCR Muestra MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 
35 -  n/d  n/d  n/d  n/d 
48 -  n/d  n/d  n/d  n/d 
55 Pieza completa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
64 Pieza completa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
79 Pieza completa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
79 biopsia POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
92 Pieza completa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
102 Pieza completa POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO 
102 biopsia POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO 
108 Pieza completa n/d FOCAL NEGATIVO NEGATIVO 
108 biopsia POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
109 Pieza completa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
109 biopsia POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
115 Pieza completa POSITIVO FOCAL NEGATIVO NEGATIVO 
116 Pieza completa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
116 biopsia POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO 
n/d: no determinado;  
 
Todos los casos analizados por IHQ se correlacionaron correctamente con los 
resultados hallados en el estudio de MSI. Esto significa que, en todos los tejidos que se 
lograron analizar mediante los anticuerpos específicos se observó una incorrecta expresión en 
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Figura  37. Búsqueda de enzimas del MMR por IHQ. Controles 
A- Control positivo MLH1 (40X): mucosa colónica normal positiva. B- Control positivo MSH2 (40X): mucosa 
colónica normal positiva. C- Control positivo MSH6 (10X): mucosa colonica normal y tejido linfoide (L) 
asociado, positivos. D- Control Positivo PMS2 (10X): mucosa colonica normal, tejido linfoide asociado (L) y 








Figura  38. Marcación por IHQ para MLH1 
A-Arriba: tejido conectivo (Co) positivo para MLH1, Abajo: tumor(T) negativo para MLH1. Visión a 10X.  B- 
Arriba (40X): tumor (T) negativo para MLH1, Abajo: mucosa colónica normal (MN) positiva para MLH1. 
Visión a 40X.C- Arriba izquierda: mucosa colónica normal positiva para MLH1, Abajo derecha: tumor (T) 




Figura  39. Marcación por IHQ para MSH2 
A- Arriba: mucosa colónica normal (MN), Abajo: Tumor (T) positivo para MSH2. Visión a 10X. B- Tumor (T) 
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Figura  40. Marcación por IHQ para PMS2 
A-  Tumor (T) con marcación negativa para PMS2. Visión a 40X. B- : Se observan grandes lagos de mucina 
(Mu) con colgajos de celulas tumorales (T) negativas para PMS2 y tractos fibroconectivos (F) positivos como 




Figura  41. Marcación por IHQ para MSH6 
A-  Se observa tumor (T) con marcación positiva para MSH6. Visión a 10X. B- Se observa tumor (T) en colgajos 
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6. Análisis de datos clínicos 
6.1 Datos clínicos de pacientes y tumores 
 
Como se consignó, se estudiaron 110 pacientes con diagnóstico de CCR. En la Tabla 
4, se pueden apreciar los datos de los mismos y las características  anatómicas e histológicas 
de los tumores en estudio. 
 
Tabla 4. Datos de los pacientes enrolados y sus tumores 
  
Pacientes estudiados con diagnóstico de CCR (n) 110 
Mujeres 43 
Hombres 67 
Promedio de edad (años) 66 (rango:30-89) 
Ubicación anatómica del tumor  
Colon derecho 39 
Colon transverso 4 




Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 101 
Adenocarcinoma pobremente diferenciado 5 






Infiltrado linfocitario Si: 19; No: 91 
Tumor mucinoso Si: 27; No: 83 
Metástasis     Si:27; No: 83 
Higado:21; Pulmón:4; Peritoneo:3; Vejiga:2;  
Óseo, Epiplón, Suprarrenal: 1   
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(hubo casos de múltiples metástasis) 
Antecedentes previos de CCR Si:4;  No:101;  s/d: 5 
Antecedentes familiares de CCR Si:20; No:76; s/d: 14 
Antecedentes familiares de cáncer (no CCR) Si:47; No:49; s/d:14 
Síntomas      Si:90;  No:7;  s/d:13  
Dolor abdominal                             Si:33(35%);  No:60;  s/d: 17 
Dispepsia        Si:2(2%);  No: 92;  s/d:14 
Cambio de habito  Si:30(31%);  No:66;  s/d:14 
Diarrea Si:21(22%);  No:73;  s/d:16 
Constipación Si:15(16%);  No:77;  s/d:18 
Melena Si:3(3%);  No:91;  s/d:16 
Proctorragia Si:43(45%);  No:52;  s/d:15 
Anemia Si:36(37%);  No:61;  s/d:13 
Tamaño del tumor (cm)  
Promedio  4,5 
Rango 0,2 - 6 
Moda 6 
s/d (n) 3 
CEA prequirúrgico (ng/ml)  
(Rango normal: Fumador: hasta 9,5 ; No Fumador: hasta 1,6) 
 
Promedio  54 
Rango (0,7 – 885) 
Moda 1,5 
s/d (n) 27 




                     CEA: Antígeno carcinoembrionario 
 
Con los datos extraídos desde las historias clínicas de los pacientes se correlacionaron 
los resultados del análisis de MSI con: género, edad, sexo, localización tumoral, tamaño 
tumoral, ambiente e histología. 
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Los datos clínicos nos proporcionaron correlaciones con certezas estadísticamente 
significativas entre tumores MSI (+) y el género femenino (p=0,003) (Figura 42), la 
localización en colon derecho (p=0,0001) (Figura 43), e histología mucinosa (p=0,003) 
(Figura 44). 
 
Figura  42. Correlación entre género y tumores MSI(+) 
El género femenino es el que tuvo correlación estadísticamente significativa con tumores MSI(+), con p=0,003 y 
RR: 7,01 95% (IC 1,34 -26) 
 
 
Figura  43. Correlación entre localización tumoral y tumores MSI(+) 
El colon derecho fue el lugar anatómico que tuvo correlación estadísticamente significativa con tumores 
MSI(+), con p=0,0001 y RR: 18 95% (IC 1,68 -95). Rectosig: Rectosigmoides. 
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Figura  44. Correlación entre histología mucinosa y tumores MSI(+) 
La presencia de mucina en los tumores se correlacionó en forma estadísticamente significativa con tumores MSI 
(+), con p=0,003 y RR: 8,62 95% (IC 2,21-27). 
 
 
Las variables sin correlación entre los grupos con tumores MSI(+) y MSI(-) fueron: 
edad de presentación del CCR, denominación histológica, tamaño tumoral (diámetro), 
―ambiente‖ (tabaco, obesidad, alcohol) y antígeno carcinoembrionario prequirúrgico.  La 
variable ―metástasis‖ no alcanzó una diferencia significativa pero mostró una tendencia (p= 
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Tabla 5. Variables no significativas entre casos de pacientes con tumores MSI(+) vs. MSI (-) 
 MSI(+) MSI(-)  
Promedio de edad (años) 70 (rango 55-80) 66 (rango 30-89) p = 0,28 
Denominación histológica     p = 0,40 
AMD(n) 10 91  
APD(n) 1 4  
ATVDA(n) 0 4  
Metástasis 0/11 27/99 p = 0,06 
Tamaño tumoral (media del 
diámetro,cm) 
4,84 4,47 p = 0,50 
Ambiente   p = 0,24 
Tabaco 5 51  
Obesidad 3 9  
Alcohol 0 5  
Más de un factor 1 7  
Ningún factor ambiental*  4 39  
CEA prequirúrgico (media, 
ng/ml) 
3,17 58,68 p = 0,26 
*Se refiere a ninguno de los tres factores estudiados. CEA: Antígeno carcinoembrionario 
 
 
7. Correlación de los casos MSI(+) con los criterios de Bethesda 
 
De los 10 pacientes que poseían MSI(+) en sus tumores y datos para valorar la 
inclusión a los criterios, hubo 7 (70%) casos en que los criterios de Bethesda no se 
cumplieron, en tanto que en el grupo de MSI(-) hubo 22 (23%)  que cumplían dichos criterios 
(Tabla 6). Esto denota una sensibilidad y especificidad analítica de los criterios para buscar 
casos MSI(+) del 59% y 81% respectivamente, en nuestro estudio. 
En el grupo con MSI(+) la edad promedio de las personas que cumplían los criterios 
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Tabla 6. Pacientes y Criterios de Bethesda modificados 
 
‡ Un paciente con tumor MSI(+) no poseía suficientes datos  para clasificarlo (Caso 109). *Cuatro pacientes con tumor MSI (-), no tuvieron 
suficientes datos para clasificarlos. 
 
7.1 Desglose de pacientes con tumores MSI(+) y criterios de Bethesda modificados 
 
7.1.1 Pacientes que cumplen criterios 
 
Caso 35: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 69 años, pero poseía un 
antecedente de CCR previo sin fecha especificada en la historia clínica. Su madre había 
padecido un cáncer de estómago a los 60 años. Los datos histológicos clasificaron a su CCR 
como, adenocarcinoma moderadamente diferenciado mucosecretante, con infiltrado 
linfocitario en estadio III 
 
Caso 92: La edad de presentación del CCR fue a los 61 años, pero poseía antecedentes 
de cáncer de útero a los 57 años. Antecedentes familiares de cáncer: tías paternas con tumor 
cerebral, primos con tumor cerebral y hermana con cáncer de mama (sin datos de edad de 
presentación o número total). Los datos histológicos clasificaron a su CCR como, 
adenocarcinoma moderadamente diferenciado, estadio III. 
 
Caso 102: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 55 años, pero poseía 
un antecedente diagnóstico de CCR a los 49 años. Además tuvo cáncer de piel a los 52 años 
con recidiva. El antecedente familiar de cáncer proviene de la madre (cáncer de mama, sin 
datos sobre la edad al diagnóstico). Los datos histológicos clasificaron a su CCR como, 
adenocarcinoma pobremente diferenciado mucosecretante, estadio III. 
 
 
7.1.2 Casos MSI(+) excluidos del cumplimiento de los criterios de Bethesda 
 
Los 7 casos que poseían tumores de CCR con MSI(+) pero que no quedaron incluidos 
en estos criterios poseían tumores con características histológicas mucinosas y 3 de ellos 
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presentaban además infiltrado linfocitario. Estos pacientes fueron diagnosticados con un CCR 
luego de los 60 años y el criterio número 3 de Bethesda no los permite incluir para realizar el 
estudio ya que sobrepasan el límite de edad especificado en ese criterio. A continuación se 
desglosan los casos de este grupo:  
 
Caso 48: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 70 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos. Su padre había padecido un tumor de riñón a los 62 años. Los 
datos histológicos clasificaron a su CCR como, adenocarcinoma moderadamente diferenciado  
mucosecretante, estadio III. 
 
Caso 55: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 78 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos, ni historia familiar de cáncer. Los datos histológicos 
clasificaron a su CCR como, adenocarcinoma moderadamente diferenciado mucosecretante, 
estadio III. 
 
Caso 64: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 80 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos, ni historia familiar de cáncer. Los datos histológicos 
clasificaron a su CCR como, adenocarcinoma moderadamente diferenciado mucosecretante, 
estadio II. 
 
Caso 79: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 70 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos, con historia familiar de cáncer de mama (familiar no 
especificado). Cirugía de mama, útero y ovario a los 62 años, sin datos sobre  la causa de la 
misma. Los datos histológicos clasificaron a su CCR como, adenocarcinoma moderadamente 
diferenciado mucosecretante con infiltrado linfocitario, estadio I. 
 
Caso 108: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 68 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos, ni historia familiar de cáncer. Los datos histológicos 
clasificaron a su CCR como, adenocarcinoma moderadamente diferenciado mucosecretante, 
estadio II. 
 
Caso 115: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 75 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos, ni historia familiar de cáncer. Los datos histológicos 
clasificaron a su CCR como, adenocarcinoma moderadamente diferenciado mucosecretante 
con infiltrado linfocitario, estadio III. 
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Caso 116: La edad de presentación del CCR estudiado fue a los 79 años, no poseía 
antecedentes de CCR previos. Posee antecedente de CCR en la familia, pero sin más 
especificaciones en su historia clínica. Los datos histológicos clasificaron a su CCR como, 
adenocarcinoma moderadamente diferenciado mucosecretante con infiltrado linfocitario, 
estadio I. 
 
8. Impacto de tumores MSI(+) en sobrevida y tratamiento 
 
8.1 Sobrevida global y libre de enfermedad 
 
La sobrevida global (Figura 45) y libre de enfermedad (Figura 46) se estudió a 5 años 
comparando los grupos de pacientes con tumores MSI(+) y MSI(-). En la SG, se puede 
observar una diferencia significativa (p= 0,02) a favor de los que poseían tumores MSI(+), y 
un HR= 7 (95% IC 3-16) para el grupo con tumores MSI(-). En tanto que la SLE no mostró 
diferencias entre los grupos (p=0,39). 
 
Figura  45. Curvas de sobrevida global  
Las curvas se generaron a partir de la sobrevida global a 5 años desde 11 pacientes con tumores MSI(+) y 99 
con tumores MSI(-). Programa utilizado: Infostat, versión 2014. 
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Figura  46. Curvas de sobrevida libre de enfermedad 
Las curvas se generaron a partir de la sobrevida global a 5 años desde 11 pacientes con tumores MSI(+) y 99 
con tumores MSI(-). (Programa Infostat, versión 2014) 
 
 
8.2 Tratamiento adyuvante 
 
Cuando se analizaron todos los pacientes sin tratamiento adyuvante (clasificados en 
cualquier estadio), se vió que el grupo de pacientes con tumores MSI(+) poseía una tendencia 
hacia una mejor SG a 5 años sin llegar a ser significativo (p= 0,08) (Figura 47). 
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 Figura  47. Sin tratamiento adyuvante y MSI. Sobrevida Global 
La gráfica fue extrapolada desde los datos de 6 pacientes con tumores MSI(+) y 47 pacientes con tumores MSI(-
) calculando la sobrevida de los mismos a 5 años. (Programa Infostat, versión 2014) 
 
En la siguiente gráfica (Figura 48) se puede observar la SLE a 5 años de los pacientes 
no tratados con adyuvancia. No hubo diferencias significativas,  p= 0,7 
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Figura  48. Sin tratamiento adyuvante y MSI. Sobrevida libre de Enfermedad 
La gráfica fue extrapolada desde los datos de 6 pacientes con tumores MSI(+) y 47 pacientes con tumores MSI(-
) calculando la sobrevida de los mismos a 5 años. (Programa Infostat, versión 2014) 
 
8.3 Tratamiento adyuvante y estadio 
 
En nuestro estudio no hubo pacientes con tumores MSI(+) en estadios I o II tratados 
con adyuvancia (no hubo pacientes MSI(+) con CCR en estadio IV). Además, debemos 
aclarar que 5 de los 6 pacientes en estadio III con MSI(+) fueron tratados con adyuvancia. 
Al analizar los pacientes en estadio II no tratados con quimioterapia adyuvante, y 
considerando el estado MSI se obtuvieron las siguientes gráficas de SG y SLE a 5 años 
(Figuras 49 y 50). Los porcentajes de SG fueron 100 y 70% para los grupos con tumores 
MSI(+) y MSI(-) respectivamente, pero esta diferencia no llegó a ser significativa. 
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Figura  49. Sin tratamiento adyuvante y MSI en estadio II. Sobrevida Global 
La gráfica fue extrapolada desde los datos de 3 pacientes con tumores MSI(+) y 17 pacientes con tumores MSI(-
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Figura  50. Sin tratamiento adyuvante y MSI en estadio II. Sobrevida libre de enfermedad 
La gráfica se obtuvo desde los datos de 3 pacientes con tumores MSI(+) y 17 pacientes con tumores MSI(-) 
calculando la sobrevida de los mismos a 5 años.(Programa Infostat, versión 2014) 
 
La SG y SLE de los pacientes en estadio III tratados con quimioterapia adyuvante se 
pueden visualizar en las Figuras 51 y 52 respectivamente. No se observaron diferencias 
significativas entre los grupos. 
 
P á g i n a  | 84 
 
 
Figura  51. Tratamiento adyuvante y MSI en estadio III. Sobrevida Global 
La gráfica fue extrapolada desde los datos de 5 pacientes con tumores MSI(+) y 21 pacientes con tumores MSI(-
) calculando la sobrevida de los mismos a 5 años. (Programa Infostat, versión 2014) 
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Figura  52. Tratamiento adyuvante y MSI en estadio III. Sobrevida libre de enfermedad 
La gráfica fue extrapolada desde los datos de 5 pacientes con tumores MSI(+) y 21 pacientes con tumores MSI(-
) calculando la sobrevida de los mismos a 5 años (p=0,72). (Programa Infostat, versión 2014) 
 
 
8.4 Tratamiento neoadyuvante 
 
De los 110 pacientes estudiados, solo 3 recibieron neoadyuvancia y todos tuvieron 
CCR con MSI(-). Debido a ello no se pueden extrapolar conclusiones acerca del estado MSI 
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En este estudio, establecimos la frecuencia de la inestabilidad de microsatélites en 
tumores de pacientes pertenecientes a nuestro ámbito (Córdoba y provincias aledañas), 
diagnosticados con CCR. Además, demostramos el comportamiento cuasimonomórfico 
poblacional de tres marcadores microsatélites, incorporando en el panel a CAT25. Este 
marcador mostró excelente eficacia en el estudio de MSI, con resultados inéditos para 
Argentina. En cuanto al tratamiento adyuvante, debería considerarse no suministrarlo a 
pacientes con tumores MSI(+) estadio II, ya que dicha condición tumoral está asociada a una 
sobrevida global beneficiada, aunque nuestros hallazgos para apoyar esta decisión no logren 
ser significativos, debido seguramente a un escaso número de pacientes que reúnen los 
criterios para el análisis. Respecto a pacientes con tumores MSI(+) en estadio III, la 
aplicación de adyuvancia en nuestra serie de casos no contribuye a una mejor SG o SLE. Pero 
no sabemos qué sucede con estos parámetros en personas con tumores MSI(+) en estadio III 
que no reciben adyuvancia ya que casi todos nuestros pacientes en estas condiciones tuvieron 
indicación de dicha medicación.  
El tratamiento neoadyuvante no pudo ser evaluado ya que solo hubo pacientes con 
CCR MSI(-) que recibieron este tipo de terapia. 
Por otro lado podemos afirmar que la PCR-HRM es una técnica apta para ser aplicada 
en el análisis de MSI con algunas ventajas sobre la EC. 
Si bien nuestro estudio no tuvo el objetivo de identificar personas con SLy, sus 
resultados sientan las bases en nuestro medio para trabajar con más profundidad en el tema 
además de contribuir con herramientas que antes no estaban disponibles para el manejo 
clínico de pacientes que padecen esta enfermedad. 
 
 
1. Estudio de CAT25, BAT25, BAT26 en CCR utilizando PCR-HRM y 
electroforesis capilar 
 
La utilización de la técnica de PCR-HRM como cribado en el análisis de MSI esta 
incentivada por estudios genéticos previos con buenos resultados. La técnica posee una gran 
versatilidad que permite su aplicación en estudios de mutaciones que predisponen a 
enfermedades (118, 119), escaneo de genes (95, 120) y desordenes o enfermedades 
relacionados a metilación en genes (97, 121), además de su amplia aplicación en infectología 
(122). Los primeros estudios de microsatélites mediante PCR-HRM utilizando fluoróforos 
intercalantes de ADN, fueron publicados en 2008 y sus objetivos eran verificar identidad de 
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especies en plantas (Orégano, Olivo y Vid) (123, 124). Recién en el año 2010 se publicó el 
primer trabajo con muestras clínicas humanas en donde se estudiaron los microsatélites 
BAT25 y BAT26 en CCR utilizando el intercalante SYTO 9®. Para certificar la validez de 
los resultados los autores recurrieron a la EC como técnica patrón (115) 
En tanto que la elección de los 3 marcadores utilizados en este estudio corresponde a: 
1- las necesidades planteadas por las guías revisadas de Bethesda que promueven la 
utilización de mononucleótidos con tendencia hacia la cuasimonomorfosidad alélica 
poblacional en reemplazo de los marcadores dinucleótidos (43) y 2- tratar de disminuir el 
número de marcadores en el panel a estudiar obteniendo los mismos resultados que utilizando 
mayor cantidad de microsatélites (66, 69, 115). Como ejemplo se puede citar a Pedroni et al. 
(125), quienes usan el panel de Bethesda y remarcan que con solo la utilización de BAT25 y 
BAT26 se puede detectar con más eficiencia la perdida de expresión de las proteínas MLH1 y 
MSH2 que el panel completo (93% vs 54%, respectivamente) y a su vez se obtiene mejor 
especificidad e igual sensibilidad a la hora de predecir una mutación germinal en los genes 
MLH1 y MSH2 (BAT25 y BAT26 especificidad 100%, sensibilidad 100% vs panel completo 
especificidad 70,7%, sensibilidad 100%) (125). En tanto que en el estudio publicado por 
Xicola et al. (126) comparan la utilización del panel de Bethesda contra un panel de 5 
marcadores mononucleótidos (BAT25, BAT26, NR21, NR22 y NR24) y concluyen que el 
panel de mononucleótidos posee mejor sensibilidad (95,8%) y valor predictivo positivo 
(88,5%) que el panel de Bethesda (76.5 % y 65%, respectivamente) para la detección de 
tumores con deficiencia en el sistema MMR. Dichos autores mencionan además, que con solo 
la utilización de 2 marcadores mononucleótidos, BAT26 y NR24, se obtienen los mismos 
resultados que usando todo el panel de mononucleótidos (126) 
El grupo de Hatch et al. (127) concluye que con solo la utilización de los marcadores 
mononucleótidos de su trabajo (BAT25, BAT26 y BAT40) fue suficiente para detectar todos 
los tumores defectuosos en el MMR, independientemente de los dinucleótidos utilizados. 
Basados en estas premisas avaladas ampliamente por la bibliografía, el uso de CAT25, 
BAT25 y BAT26 nos permitió trabajar en forma confiable con las muestras en estudio, 
independizándonos del panel completo de Bethesda.  
Nuestra utilización simplificada de la nomenclatura de MSI, donde MSI(+) es 
equivalente a MSI-H y MSI(-) es equivalente a MSI-L o MSS, se sustenta en trabajos previos 
(115, 128) y guías de consenso que asumen que los tumores con MSI-L y MSS no difieren 
clínica o patológicamente, y que a los fines prácticos deberían estudiarse como una misma 
unidad (43).  
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Las reacciones de PCR-HRM para detectar la inestabilidad en BAT25 y BAT26 que 
aplicamos en nuestro trabajo, estaban descritas y utilizan las mismas secuencias de iniciadores 
que las propuestas en el panel de Bethesda (115). Para poder utilizarlas, debimos poner a 
punto dichas técnicas teniendo en cuenta la diferencia de reactivos de la PCR y la aparatología 
usada. Además la validación de las mismas fue realizada de acuerdo a guías específicas para 
la implementación de técnicas genéticas, como ya se ha descrito (118). 
En cambio, la técnica para detectar la inestabilidad en CAT25 estaba desarrollada para 
el análisis de este marcador mediante EC (66), pero no hay publicado hasta el momento una 
PCR-HRM con este objetivo. Nuestros primeros intentos de amplificar este microsatélite 
fueron realizados con las secuencias iniciadoras ya publicadas por sus descubridores, las 
cuales generan un amplicón de aproximadamente 147 pb (66), con resultados que no podían 
ser interpretados en una PCR-HRM debido a la generación de numerosos productos de 
amplificación y los altos CT que poseían dichos amplicones. Morandi et al. (129), describen 
el mismo problema al emplear los iniciadores antes mencionados para su análisis en EC. Por 
consiguiente, dichos autores decidieron incluir a CAT25 en su trabajo pero amplificándolo 
con otra secuencia de cebadores, aduciendo que el problema de los múltiples amplicones 
podía deberse a que la secuencia de ADN de uno de los cebadores pertenecía una secuencia 
repetitiva Alu lo cual favorecía la generación de estos productos no deseados. Esta situación 
nos llevó a la búsqueda de nuestros propios iniciadores para amplificar a CAT25, tratando de 
evitar las secuencias Alu que rodean al microsatélite y a su vez generando amplicones más 
pequeños, acordes a una PCR-HRM. Al disminuir el número de nucleótidos, los cambios 
mínimos de bases en una secuencia de ADN se logran detectar con mayor nitidez en una 
curva de fusión (130). Seguido de esto, comenzamos nuestros análisis con los nuevos 
cebadores NewCAT25 y Small CAT25, los que generan productos aproximados de 119 y 65 
pb, respectivamente. Con el uso de NewCAT25, se logró mejorar la amplificación en relación 
a los CT obtenidos (< 30), pero el doble dominio de fusión generado en las curvas (Figura 13) 
no es lo recomendado para la técnica, ya que es indicativo de más de un producto de 
amplificación o un producto con más de un dominio de fusión, como ha sido reportado para 
otras secuencias blanco (92). La visualización del producto generado con NewCAT25 en gel 
de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio, mostraba una única banda de amplificación 
(datos no mostrados), pero este tipo de gel no posee la resolución adecuada para dilucidar la 
presencia de un doble producto de pesos muy cercanos. 
Con el uso de SmallCAT25, se generó un amplicón más pequeño que cumplió con los 
requerimientos de una PCR-HRM, ya que presentaba CT válidos (aproximadamente 26) y 
mostraba un único dominio de fusión (Figura 14). La validación de la técnica concluyó con la 
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aplicación de los lineamientos para la implementación de técnicas genéticas citados en 
Pacientes y métodos. Debido a estos hallazgos, todos nuestros estudios en CAT25 utilizando 
muestras clínicas fueron llevados a cabo con los iniciadores SmallCAT25. 
El estudio de MSI mediante EC de las muestras de CCR/SP de los pacientes 
enrolados, permitió terminar de validar la técnica de PCR-HRM para los tres marcadores en el 
ámbito clínico, debido a que la EC es la técnica de elección para el estudio de MSI y se tomó 
como patrón. Mediante la comparación de los resultados por ambas técnicas se pudo deducir 
la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para cada marcador. 
En relación a la incidencia de la inestabilidad de los microsatélites estudiados, de los 
110 tumores analizados, hubo 11 que presentaron MSI(+), esto representa un 10% del total, y 
es acorde con lo publicado en la literatura donde se encuentra un rango de 8 a 20% (131), 
siendo 15% la cifra más citada (132, 133). 
Se debe destacar la buena correlación entre los resultados de ambas técnicas para los 3 
marcadores estudiados y el funcionamiento óptimo de CAT25 cuando se incluye en un 
estudio de MSI, ya que cuando este marcador presentó inestabilidad (por cualquiera de las dos 
técnicas) en una muestra tumoral, el tumor fue siempre catalogado con MSI(+), y cuando un 
tumor no poseía inestabilidad en CAT25, el tumor fue siempre MSI(-), esto significa que sus 
VPP y VPN fueron del 100%. Esta efectividad concuerda con los hallazgos de los trabajos 
que utilizaron a CAT25 como un nuevo marcador de MSI y que sugieren su utilización en 
reemplazo del panel completo de Bethesda (65, 66), o como se publicó recientemente, siendo 
su uso equivalente a un panel comercial usado ampliamente (134). Para certificar estos 
posibles reemplazos se deben seguir realizando estudios que incluyan a CAT25, como ha 
venido sucediendo desde los primeros trabajos que sentaron las bases de su análisis en MSI 
(48, 68, 136). 
Los estudios del grado de monomorfismo para estos 3 marcadores microsatélites se 
han realizado en otras poblaciones (66), pero no existen publicaciones de este tipo de análisis 
en Argentina. Al ser marcadores genéticos pueden variar dependiendo de la etnia, por ello se 
decidió realizar el estudio en ADN de SP del grupo VLT para analizar esta característica. Los 
resultados obtenidos mediante EC, demuestran que en una población como la nuestra, la cual 
presenta una mezcla étnica alta (114), también poseen la característica de cuasimonomórficos, 
con los rangos de ―normalidad‖ más acotados en CAT25 (64-66pb) y BAT26 (114-116pb) 
que en BAT25 (116-121pb). Estos hallazgos permiten el estudio en nuestra población del 
ADN de un CCR dado, independizándose de la comparación con el análisis del ADN de 
células sanas derivadas del mismo paciente, como ya se publicado para otras poblaciones (69, 
126, 136). La forma de interpretar los resultados utilizando EC en este procedimiento 
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(utilizando solo ADN tumoral) es la siguiente: cuando la longitud, en pb, de un dado 
microsatélite no se encuentra dentro del rango de normalidad de ese marcador, el tumor se 
considera con inestabilidad para dicho microsatélite, pero si el largo del amplicón está dentro 
del rango normal, ese tumor no posee inestabilidad en el marcador estudiado. La importancia 
de este procedimiento simplificado recae en los casos donde sólo se tiene una muestra tumoral 
sin SP disponible del paciente en estudio (por ejemplo el caso de un probando fallecido) y 
obviamente sin un microscopio con captura de láser que permite seleccionar desde un tejido 
parafinado células sanas y tumorales para el estudio. Además los costos de reacción 
disminuyen cuando sólo se procesa una muestra (solo tumor) en vez de dos (tumor y células 
sanas) por paciente. Una condición que se debe cumplir para poder realizar este 
procedimiento simplificado es la utilización de más de un marcador microsatélite 
mononucleótido con característica cuasimonomórfica, ya que algunos tumores pueden 
presentar productos de amplificación que estén incluidos dentro del rango establecido como 
―normal‖. Las guías revisadas de Bethesda (43) citan un estudio que incluye 5 marcadores de 
este tipo (BAT25, BAT26, NR21, NR22 y NR24), en donde los autores encuentran que con 
este panel pueden establecer el estado MSI de un CCR con 100% de sensibilidad y 
especificidad sin depender del estudio del ADN germinal (117). El limitante de este trabajo es 
el número acotado de VLT analizados por etnia (128 individuos caucásicos y 56 individuos de 
ascendencia africana). Los autores de esta publicación sugieren más estudios con este panel 
abarcando otros tipos de etnias. 
En nuestro trabajo, y sólo en el análisis de CAT25, la longitud de un amplicón de un 
tumor con MSI(+) estuvo incluido en el rango normal cuasimonomórfico (Figura 22), pero en 
nuestro caso no hubo problemas de interpretación (ya sea mediante EC o PCR-HRM) ya que 
contábamos con el ADN germinal para hacer el análisis comparativo. Hubo amplicones de 
tumores MSI(+) que estuvieron al borde del rango normal en CAT25 (2 casos con 63pb, 
Figura 22) y BAT25 (1 caso con 115pb, Figura 29). En tanto que BAT26 no mostró este 
comportamiento y presentó la mayor distancia entre la longitud de un amplicón perteneciente 
a un tumor MSI(+) y su rango normal (5pb, Figura 36). 
De acuerdo a lo hallado, se podría asumir que si se trabaja sólo con muestra tumoral y 
este panel (CAT25, BAT25 y BAT26), se deben analizar los tres marcadores mediante EC. El 
uso de la PCR-HRM posee aquí su limitación ya que siempre debe compararse una curva de 
fusión ―normal‖ vs. la generada por el ADN tumoral. 
Técnicamente se podría decir que la PCR-HRM necesita de un ADN de partida 
ajustado a cierta concentración (en nuestro caso se trabajó con 25 ng/ul) para lograr CT 
parejos entre las muestras y que las curvas de fusión puedan ser comparables, también es 
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aconsejable el mismo método de extracción de ácidos nucleicos y la misma marca o 
composición de reactivos (no se pueden usar 2 mezclas de reacción para PCR-HRM por más 
que posean el mismo fluoróforo intercalante) para que las sales en los tubos de reacción sean 
lo más homogéneas posibles en su composición y concentración, ya que las curvas de fusión 
se ven afectadas por este componente, que puede distorsionar los resultados.  
Los tres termocicladores utilizados para el estudio de CAT25 lograron resultados 
interpretables e idénticos en este marcador, pero teniendo en cuenta que las características 
técnicas varían, la mayor capacidad de resolución se pudo apreciar cuando se trabajó con el 
Z480. Esto tal vez se deba a las 25 adquisiciones de lectura por °C que posee (frente a las 10 
adquisiciones de lectura por ºC que ofrecen ECO y RG) y un programa específico para HRM 
con más variantes para el análisis de los resultados. Los tiempos de amplificación son 
comparables en los tres aparatos siendo el ECO el más rápido (49 minutos), en tanto que en la 
etapa de HRM difieren bastante, provocando que el RG posea el tiempo total de reacción más 
elevado debido a que en su etapa de HRM toma lecturas en el modo ―paso a paso‖ (38 
minutos) y no en modo continuo como sucede en ECO (6 minutos) y Z480 (20 minutos) 
(Tabla 7, Anexo 3).  
Esto significa que si bien los resultados son comparables en los tres termocicladores, 
el mejor equilibrio entre calidad y rapidez técnica se logra con el Z480, al menos para la 
detección de CAT25 con las condiciones de reacción mencionadas anteriormente. 
 
 
2. Inmunohistoquímica en CCR con MSI(+) 
 
Según los estudios realizados mediante IHQ para ver presencia o ausencia de las 
enzimas reparadoras del ADN, podríamos decir que sus resultados son coincidentes con los 
hallados por el análisis de MSI en las muestras tumorales con MSI(+) de nuestra serie de 
casos. La falta de una correcta expresión de la enzima MLH1 en 8/9 de los tumores puede 
deberse principalmente a tres causas: una mutación germinal que afecte su expresión en el gen 
que la codifica (proteína nula, trunca o sin actividad enzimática), lo que identificaría casos de 
SLy. La otra posible razón sería la hipermetilación en el promotor del gen que la codifica (en 
ambos alelos), lo cual se relaciona a casos esporádicos. Y la tercera causa sería combinada, ya 
que habría presencia de una mutación germinal en uno de los alelos y la hipermetilación 
anularía la expresión del otro. En la bibliografía está descrita una cuarta causa que propone a 
la hipermetilación de MLH1 transmitida en forma hereditaria, esto se presentaría en familias 
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con fenotipo de SLy pero sin mutaciones germinales (137). Esta última causa necesita de más 
estudios que la avalen. 
La incorrecta expresión de la enzima PMS2 en 9/9 de los tumores estudiados, 
demuestra la dependencia de la enzima ―obligatoria‖ MLH1 para formar un heterodímero 
estable (MutLα) que funcione correctamente en el MMR, ya que si esto no sucede, se 
producirá una degradación proteolítica de ambos componentes del dímero (98). También, la 
ausencia de este heterodímero puede deberse a la influencia de la sobreexpresión de 
microRNA-155 que puede actuar como regulador negativo en la expresión de estas enzimas 
induciendo un fenotipo mutador y presencia de MSI(+) tumoral (138). 
Sólo en un tumor de los analizados, no se encontró a PMS2 pero si a MLH1, como ya 
se ha publicado (127). Este caso, puede tener su origen debido a una mutación en el gen que 
codifica a PMS2, que no permita su correcta expresión. Otra causa que puede sustentar estos 
resultados, aunque menos frecuente, es una mutación germinal en MLH1 que no afecta 
antigénicamente a la proteína y sería detectada por el panel de anticuerpos usado, pero 
funcionalmente no sería una enzima activa (127). Así, esta alteración puede culminar en la 
degradación de PMS2 por una causa indirecta a una mutación en dicha enzima (98, 101). 
La presencia de las enzimas MSH2 y MSH6 en los tejidos estudiados es un resultado 
razonable si se tiene en cuenta lo observado con MLH1 y PMS2 en los tumores con MSI(+) 
ya que con la falta de una correcta actividad en estas últimas se justifica la inestabilidad en los 
marcadores microsatélites estudiados.  
Se debe destacar, que el estudio de IHQ demostró la presencia ―Focal‖ de la enzima 
MSH6 en dos casos  (Caso 108 y 115, Tabla 3). Esta situación resalta la dependencia del 
―operador‖ al momento de interpretar la IHQ. 
Por otro lado, según lo reportado en la bibliografía, cada Centro posee un primer paso 
en el algoritmo de cribado en Sly, comenzando con IHQ o MSI de acuerdo a sus 
posibilidades, necesidades y experiencia (139). Lo que debe quedar en claro es que el estudio 
de MSI y la IHQ son técnicas complementarias, ambas con virtudes y falencias ya 
enumeradas en la Introducción. Lo ideal sería que la institución que tenga la posibilidad de 
ofrecer ambas técnicas, debería optar por dicha opción para cubrir todas las posibilidades, 
sobre todo en casos con alta sospecha de origen hereditario. Un trabajo reciente publicó un 
análisis de los diferentes algoritmos para poder clasificar los CCR deficientes en el MMR en 
dos subgrupos: esporádicos y pertenecientes al SLy (133). En sus resultados se puede 
observar que la utilización concomitante de los análisis de MSI, IHQ y mutación V600E en 
BRAF, seguido de secuenciamiento del gen o genes del MMR (si fuera necesario), posee los 
mejores resultados para realizar la clasificación citada de los CCR.  
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3. Correlación de los datos epidemiológicos y clínicos con resultados del estudio 
de MSI 
 
A pesar de que el CCR es una de las principales causas de muerte por cáncer en 
nuestro país, la estandarización y consiguiente implementación de un régimen de pesquisa a 
nivel nacional no está establecido y la iniciativa de su difusión es escasa. Al igual que muchos 
otros tipos de cáncer, el CCR se produce en más del 90% de los casos en personas mayores de 
50 años, razón por la cual el envejecimiento que se observa en la población (por aumento en 
la expectativa de vida) representa un factor primordial a tener en cuenta para analizar las 
estrategias de control de la enfermedad en los próximos años (140). En nuestro país se estima 
que para el año 2030, habrá un total de 6.400.000 personas ≥ 65 años, lo que representa un 
crecimiento del 49% con respecto a 2010 (2).  
En nuestro estudio, ninguno de los casos de CCR se detectó mediante un esquema de 
pesquisa ya sea ―oficial‖ o ―personal‖. Debido a la amplia disponibilidad de técnicas de 
cribado disponibles, se debería hacer énfasis en su utilización y difusión a nivel poblacional, 
con la reducción lógica de la incidencia y mortalidad del CCR, como ya ha sido reportado en 
países desarrollados (141) que vienen aplicando medidas de salud acorde con lo que exige 
esta patología. 
En cuanto a los síntomas, los más frecuentemente encontrados en nuestra serie de 
casos fueron: sangrado (Proctorragia y melena) 48%, anemia 37%, dolor abdominal 35% y 
cambio de habito 31%. Estos valores se corresponden con lo publicado. En efecto, una 
revisión sistemática sobre síntomas y atención primaria en CCR del año 2011, englobó 81.464 
casos y sus hallazgos sugieren que el sangrado y la anemia poseen valor a la hora del 
diagnóstico, independientemente si hay presencia o no de otros síntomas, en tanto que los 
demás síntomas estudiados tenían menor riesgo asociado cuando se los analizaba como 
variable individual (142). Sin embargo, un meta-análisis demostró que sólo la pérdida de peso 
tenía algún valor diagnóstico con alta especificidad y que otros síntomas como diarrea, 
constipación, cambio de hábitos intestinales y dolor abdominal mostraron una pobre función 
en el diagnóstico (143). 
Se podría decir que los síntomas más comunes son orientativos y deben tenerse en 
cuenta, pero no existen síntomas que anuncien con gran efectividad la presencia de un CCR, y 
además pueden originarse por causas diferentes al CCR. 
Las variables o características que en nuestra serie de casos, estuvieron relacionadas 
con significación estadística a pacientes con tumores que poseían MSI(+) fueron: localización 
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en colon derecho, histología tumoral mucinosa y género femenino, en tanto que la 
presentación de metástasis, solo llegó a mostrar una tendencia con significación estadística a 
pesar de que ningún caso de CCR MSI(+) presentó diseminación tumoral a otros órganos. 
Estos hallazgos concuerdan con lo publicado para tumores con MSI(+) (31, 47, 144). Las 
variables que no poseían correlación estadísticamente significativa fueron: el promedio de la 
edad de presentación de los casos, la denominación histológica, el tamaño tumoral, el valor  
de CEA prequirúrgico y el ―ambiente‖ (tabaco, alcohol, obesidad).  
El promedio de edad en nuestra serie de casos con CCR MSI(+)(promedio 70 años,  
rango: 55 - 80) nos induce a pensar que el factor desencadenante del tumor es en su mayoría 
de origen esporádico. Se debe tener en cuenta que en este grupo hubo casos con presentación 
de tumores anteriores a los CCR estudiados, esto disminuye la edad de presentación en estos 
casos particulares por debajo del rango de edad calculado.  
La bibliografía muestra que los CCR con MSI(+) poseen generalmente una 
presentación histológica pobremente diferenciada (31, 51), pero en nuestro estudio no 
podemos confirmar que esta característica se destaque en este grupo, ya que solo uno de los 
11 CCR con MSI(+) fue clasificado como adenoma pobremente diferenciado. Aunque 
también podemos ver que solo hubo 4/99 (4%) tumores pertenecientes al grupo MSI(-) 
clasificados como adenomas pobremente diferenciados y este bajo porcentaje no concuerda 
con lo publicado en la bibliografía en donde se pueden observar porcentajes más altos de 
tumores pobremente diferenciados en dicho grupo (16%-62%) (70, 129). Esto podría 
demostrar la clasificación operador dependiente que posee dicha evaluación histológica. 
 
 
4. Evaluación de los criterios de Bethesda  
 
En el grupo de pacientes con tumores MSI(+) y que cumplían los criterios de Bethesda 
la variable edad fue estadísticamente significativa cuando se comparaba con aquellos que no 
cumplían los criterios. La edad promedio en el primer grupo fue menor (58 vs. 74 años). 
Debido a ello, los tres pacientes de este grupo (casos: 35, 92 y 102) podrían ser catalogados 
como pertenecientes a SLy, pero esto debe ser confirmado por el secuenciamiento de los 
genes del MMR.  
Para el caso 35 se deberían estudiar todos los genes del MMR ya que no tuvimos 
posibilidad de realizar el estudio de IHQ en su tumor debido a los problemas citados. En tanto 
que el caso 92 no tenía presencia de MLH1 o PMS2 en el tejido, por lo que el estudio de 
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mutaciones debería estar centrado en estos genes. Por último, el caso 102 mostraba ausencia 
de PMS2 y presencia de todas las otras enzimas reparadoras en el tejido. Lo que se debería 
hacer es nuevamente, énfasis en la búsqueda de alteraciones en la secuencia de ADN de 
PMS2 pero también del gen MLH1, ya que como ya se discutió, la posibilidad de encontrar 
una mutación en PMS2 responsable de SLy es baja y MLH1 puede estar expresándose bien 
antigénicamente pero tener una actividad enzimática disminuida o nula. 
Los pacientes que poseían su tumor con MSI(+) pero que no cumplían los criterios, 
orientados  además por la avanzada edad de presentación de sus tumores, podría decirse que 
pertenecen a casos esporádicos, pero para demostrar esta suposición se deberían realizar 
estudios de metilación en el promotor del gen MLH1 y la presencia de la mutación V600E en 
BRAF como ha sido sugerido (75, 145). 
Los criterios de Bethesda nos permitieron identificar pacientes con tumores MSI(+) 
con una sensibilidad y especificidad analítica del 59 y 81% respectivamente, pero nuestra 
limitación es no poder expresar las sensibilidades y especificidades de estos criterios para lo 
que realmente fueron creados, que es, ayudar a la identificación de pacientes con SLy.  
Cuando estos criterios fueron creados en el año 2004, la variable ―edad‖ en los casos 
de tumores con histología alterada fue discutida y no hubo consenso entre los participantes 
acerca de si esto era un limitante válido (43). En nuestra serie de casos, si se hubieran 
aceptados los pacientes mayores de 60 años con tumores presentando histología mucinosa, los 
criterios hubieran tenido 100% de sensibilidad y una especificidad del 84% para detectar 
casos de tumores MSI(+), valores muy alentadores para un cribado. La idea de detectar 
pacientes con tumores MSI(+) posee implicancia relacionada a casos de SLy, pero también es 
de importancia el tratamiento personalizado (valoración para adyuvancia e inmunoterapia) 
que se le puede suministrar a los pacientes con tumores presentando esta característica. 
Si hablamos estrictamente de selección de pacientes relacionados a SLy, podemos 
decir que todos los criterios poseen limitaciones, ya que, muchas familias identificadas con el 
SLy no cumplen con los criterios de Ámsterdam o Bethesda. Hampel H. et.al analizaron 1566 
pacientes y encontraron que si los estudios se limitaban a tumores de pacientes que cumplían 
los criterios de Bethesda se podían perder hasta un 28% de los casos de SLy (146). También 
puede suceder en algunas familias que a pesar de cumplir con estos criterios, no presentan 
mutaciones germinales en algún gen del sistema MMR. Dichos criterios de selección, si bien 
son los más utilizados [son más sensibles que los de Amsterdam II (147)], se los ha descrito 
como demasiado complejos y con falencias en sensibilidad y especificidad (59). 
Lamentablemente, al presente, la forma más efectiva para la identificación de pacientes con 
SLy es a través de casos probando, que se presentan con CCR o cáncer de endometrio. 
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Identificar individuos con SLy es extremadamente importante debido a que ellos y/o 
sus familiares pueden beneficiarse de un consejo genético y un plan de seguimiento intensivo 
que reduzca la morbi-mortalidad en estos casos. Los programas de seguimiento en estas 
familias han logrado reducir un 62% la incidencia del CCR y disminuir un 65-70% la 
mortalidad (60). Sin embargo desde las conclusiones del grupo de expertos de Mallorca, se 
afirma que los problemas de identificación de pacientes en SLy todavía continúan, 
independientemente de las guías que se utilicen para la selección de pacientes a estudiar y que 
la patología estaría subdiagnosticada (59). El grupo además, entiende que para mejorar la 
identificación, la población general debería estar informada de la existencia de esta patología, 
promocionando con ello proveer una adecuada historia familiar de cáncer, en la visita al 
médico. En efecto, puede suceder que el médico no registre dicha historia familiar (148), o si 
lo realiza, la información obtenida es subóptima y no generará una valoración apropiada del 
médico, como ha sido reportado (149). 
En el año 2009 un workshop llevado a cabo en Jerusalén recomendó el testeo de MSI o 
Inmunohistoquímica (IHQ) (en busca de presencia o ausencia de las proteínas del sistema 
MMR en el tejido afectado) de rutina en todos los CCR diagnosticados en pacientes <70 años 
(150). Esta decisión fue avalada por el grupo de expertos de Mallorca en el 2013, que además 
recomendó el uso de cualquiera de las técnicas (MSI o IHQ) en todos los casos de cáncer de 
endometrio presentes en pacientes <70 años (59). En el año 2014 el NCCN publicó sus guías 
actuales para este tipo de casos, las cuales recomiendan el testeo ―universal‖ en CCR o 
realizar el cribado en pacientes menores de 70 años, y a  ≥70 años sólo realizar los estudios a 
quienes cumplieran con los criterios de Bethesda (151). Estos procedimientos fueron 
demostrados a ser costo-efectivo en dos estudios llevados a cabo en EE.UU. (152, 153). Lo 
que se debería analizar es si este planteo resulta costo-efectivo en nuestro medio. 
Por último, podemos agregar que si bien nuestro trabajo no contemplaba el 
secuenciamiento desde su inicio, igualmente, en el año 2013 realizamos una consulta a 
Macrogen (Korea) que presta el servicio de secuenciamiento del ADN. El costo de 
secuenciado exón por exón para los 4 genes de interés (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS1) era de 
8.000 dólares por 5 muestras y 5.000 dólares si enviábamos 10 muestras. En diciembre del 
2014 el costo para realizar un secuenciado de nueva generación (NGS, del inglés next-
generation sequencing) utilizando un panel de genes relacionados a Cáncer era de 590 dólares 
por muestra utilizando el servicio de la empresa citada (Ion AmpliSeq™ Comprehensive 
Cancer Panel, el mismo incluye el secuenciamiento de los exones de 409 genes, entre ellos: 
MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, BRAF, KRAS, TP53, etc.). En 2015, la empresa 
ofrecía un secuenciamiento de exoma completo por 800 dólares. Esto muestra la tendencia 
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hacia un secuenciamiento masivo del ADN a un menor costo. El problema se presenta al 
momento de analizar dicha información particularmente cuando se quiere determinar la 
significancia clínica de los resultados obtenidos que pueden identificar una o más mutaciones 
en genes con baja o moderada penetrancia y/o variantes genéticas de patogenicidad incierta 
(154). Estos problemas no son inherentes a cáncer solamente sino que se pueden presentar en 
el estudio de cualquier patología que precise del secuenciamiento masivo del ADN como 
herramienta para correlacionarla genéticamente. El trabajo de compilar y analizar la gran 
cantidad de datos obtenidos para reclasificar variantes genéticas y cuantificar la magnitud de 
los riesgos patológicos de las mismas, necesitan actualmente, un trabajo multidisciplinario 
que incluye profesionales Bioinformáticos, Médicos, Genetistas, Bioquímicos, Biólogos 
moleculares y Estadistas.  
En trabajos recientes, se puede observar un aumento en el número de publicaciones 
con referato que incluyen las palabras claves ―next-generation sequencing‖ y ―Lynch 
syndrome‖ (En 2012, 2 publicaciones, en 2013, 3 publicaciones, en 2014, 9 publicaciones, en 
2015, 26 publicaciones). Por dar un ejemplo de este tipo de estudios podemos citar un trabajo 
del 2015 que estudió mediante NGS a 22 genes involucrados en la vía del MMR (MLH1, 
MSH2, MSH6, PMS2, MSH3, PMS1, MLH3, EXO1, RFC1, RFC2, RFC3, RFC4, RFC5, 
PCNA, LIG1, RPA1, RPA2, RPA3, POLD1, POLD2, POLD3 y POLD4, cubriendo un total 
de 1.161 Megabases de ADN) en 14 pacientes diagnosticados con SLy y 12 pacientes que 
presentaban cáncer de endometrio esporádico. Utilizando varios programas de computación 
para el análisis de datos, los autores lograron identificar 5 variantes en exones que incluían 
inserciones y deleciones, 42 variantes de simple nucleótidos y una variante intrónica de 
significancia. Tres de estas variantes fueron clase 5 (patogénica) o clase 4 (probable 
patogénica), 5 variantes fueron clase 3 (relevancia clínica incierta) y 40 fueron clasificadas 
como variantes de significancia clínica desconocida. Además con sus resultados identificaron 
dos pacientes que habían tenido cáncer de endometrio ―esporádico‖ como pertenecientes a 
SLy debido al encuentro de mutaciones en MLH1 y MSH6 que ya habían sido involucradas 
con el síndrome. Ambos casos tuvieron una presentación de su cáncer a edades más 
avanzadas de lo que se espera (57 y 60 años), uno de ellos no poseía historia familiar de 
cáncer y en el otro caso sólo una hermana había presentado CCR y cáncer de endometrio 
(155). 
En la actualidad, no se puede predecir cuánto tiempo transcurrirá hasta tener certeza en 
la interpretación de las nuevas variantes en el ADN de los posibles casos de SLy, pero no 
podemos obviar que la tecnología de secuenciación del ADN se vuelve cada día más rápida, 
masiva y a costos, que si bien aún no están al alcance de un laboratorio de biología molecular 
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diagnóstico de rutina, muestran tendencia hacia un precio que disminuye con el tiempo. Todo 
esto promueve que cada día se utilice más la NGS con grandes desafíos por venir para el 
equipo multidisciplinario que deberá trabajar en los resultados en forma eficiente y ética. 
 
 
5. Análisis de sobrevida y tratamiento 
 
La evaluación de la sobrevida global a 5 años, demuestra que el grupo de pacientes 
que poseían CCR con MSI(+) tuvo una mejor SG comparada con el grupo que poseía tumores 
con MSI(-) (p=0,02), pero no se lograron establecer diferencias significativas entre los grupos 
en el análisis de la SLE.  El hallazgo de un mejor pronóstico es coincidente con lo publicado 
por otros autores que aducen esta característica a pacientes que poseen tumores MSI(+) 
(35,51,52). La creación de múltiples y nuevos péptidos específicos de tumor debido a la 
deficiencia en el MMR, promueve la generación de una zona de gran respuesta inmune con 
linfocitos que reaccionan contra lo ―extraño‖. Esto sugiere ser la causa principal de la mejor 
SG en los pacientes que poseen un tumor con MSI(+) y además podría sustentar la frecuencia 
baja de metástasis halladas en este grupo de personas (50, 156), como también sucedió en 
nuestra serie de casos. Se han identificado más de 30 genes de nuestro genoma que contienen 
repeticiones mayores a 7 bases (157) y éstos genes son más vulnerables a poseer mutaciones 
que aquellos que no contienen secuencias repetitivas (156). Dentro de los posibles genes 
afectados en el corrimiento de lectura debido a la alteración de los microsatélites que 
contienen en su región codificante, se encuentran los involucrados en la apoptosis (APAP-1, 
BAX, BCL-10, Caspase-5, FAS, RIZ), los genes del MMR (MLH3, MSH3 y MSH6), así 
como genes codificantes de los factores de crecimiento y sus receptores (ACTRII, GRB-14, 
IGFIIR, TGFβRII y WISP3) (157, 158). Las alteraciones en sus microsatélites pueden resultar 
en proteínas alteradas con codificación única para cada tumor (159). Estos neopéptidos 
generados en el tumor no se encuentran en otras partes del cuerpo y por lo tanto es improbable 
que se genere tolerancia inmunológica central contra los mismos, por lo que son un blanco 
potencial para el sistema inmune mediado por linfocitos T CD8+, resultando en muerte de 
aquellas células que los expresen y que además sean capaces de presentarlos al sistema 
inmune. Un estudio llevado a cabo por Schwitalle et al. (49) ha explorado la relevancia 
biológica de estos neopéptidos in vivo en pacientes con SLy (con CCR diagnosticado) y en 
personas portadoras de una mutación ligada a SLy pero sin cánceres diagnosticados hasta ese 
momento. Ellos aislaron linfocitos infiltrantes de tumor desde pacientes con SLy y CCR 
P á g i n a  | 100 
 
MSI(+), los cuales reaccionaban in vitro contra las células de dicho tumor u otras células con 
MSI(+) pertenecientes a líneas celulares, pero no había respuesta hacia líneas celulares de 
CCR MSI(-), sugiriendo que estos linfocitos reaccionaban específicamente contra los 
neopéptidos generados por tumores MSI(+). Además, examinaron la reactividad de estos 
linfocitos hacia 24 neopéptidos artificiales derivados desde 14 genes que contienen secuencias 
microsatélites en sus regiones codificantes, teniendo en cuenta los siguientes criterios: alta 
frecuencia de inestabilidad del microsatélite involucrado en tumores MSI(+) (160), relevancia 
funcional de la correspondiente proteína nativa y datos de inmunogenicidad in vitro 
(159,161). Se lograron identificar linfocitos citotóxicos que reaccionaban significativamente 
contra estos neopéptidos con respuestas destacadas contra los neopéptidos generados a partir 
de secuencias de los genes TGβRII, Caspasa 5 y AIM-2 (49). Estos experimentos indicarían 
que individuos con tumores MSI(+) poseen tumores inmunogénicos y que sus células 
inmunes son capaces de dirigir el ataque hacia el tumor. Por otro lado, detectaron reactividad 
hacia estos neopéptidos en linfocitos de SP de portadores sanos de mutaciones relacionadas a 
SLy sugiriendo que ocurre ya sea, una respuesta protectora en individuos que no desarrollaron 
cáncer (reforzando de esta forma la idea de una inmunovigilancia activa específica de 
neopéptidos en estas personas) o estos pacientes presentan un adenoma aún no detectado y la 
respuesta inmune hacia el mismo ya se activó. 
Ahora bien, si los neopéptidos son inmunogénicos: ¿Por qué el sistema inmune no 
logra eliminar el tumor? Se pueden realizar varias suposiciones, pero entre las que se 
destacan, se podría decir que estos péptidos necesitan que exista una correcta presentación 
antigénica por parte de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I 
(MHC-I) en la superficie de las células tumorales. Existen diversos mecanismos que pueden 
resultar en la pérdida de expresión de las moléculas MHC-I y los más comunes involucran la 
pérdida o mutación de β2 microglobulina (162), defectos en las moléculas relacionadas al 
procesamiento antigénico (163) y/o alteraciones en las proteínas que permiten el correcto 
ensamblaje de péptidos (TAP1/TAP2, tapasina) (164). Luego de trascurrido un tiempo, si los 
niveles de MHC-I no son suficientes para realizar una correcta presentación antigénica debido 
a las posibles alteraciones ya enunciadas, las células NK jugarían un papel importante en 
tratar de frenar el avance tumoral. Todos estos estudios avalan en parte el desarrollo más lento 
del tumor en personas con CCR MSI(+), llevando a una mejor SG a dichos pacientes. 
Por otro lado, la utilización del análisis de la MSI como un factor pronóstico y 
predictivo en el tratamiento adyuvante en CCR posee el siguiente precedente: cuando los 
genes del sistema MMR fueron identificados en bacterias, las mutaciones que lo inactivaban 
generaban un fenotipo mutador que favorecía la tolerancia a agentes que causan daño al ADN 
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(165). En líneas celulares de mamíferos se encontró un fenotipo celular similar (166, 167). La 
corrección hacia la normalidad de la actividad del sistema MMR en las líneas celulares 
restauró la respuesta citotóxica contra agentes alquilantes (102), 6-tio-guanina (168), 5-
Fluorouracilo (FU) (169), compuestos de platino y otros agentes (170, 171). Todo ello 
indicaba que los tumores con MSI podían ser resistentes a algunos tratamientos 
quimioterapéuticos. Sin embargo, el primer estudio de sensibilidad en el tratamiento del CCR 
con MSI reportó lo contrario, esto quiere decir que tumores con presencia de MSI eran más 
sensibles a la quimioterapia adyuvante que los tumores sin MSI (172). En este estudio, la 
asignación de los pacientes a los grupos en tratamiento poseía un sesgo, ya que en vez de 
asignar a los pacientes en forma aleatoria, los oncólogos involucrados en dicha investigación, 
seleccionaron a los pacientes que recibirían el tratamiento basándose en aquellos que poseían 
menor cantidad de comorbilidades y el mejor estado funcional. Solamente 23 pacientes con 
MSI recibieron quimioterapia y la media de edad de estos fue 13 años menor que aquella 
obtenida para quienes no fueron tratados. Como conclusión se pudo observar que la sobrevida 
fue significativamente mejor en el grupo que poseía MSI, dejando así la impresión de que 
tales pacientes eran candidatos ideales para la quimioterapia implementada(31). Por el 
contrario, luego de este estudio se publicaron varios trabajos que avalan que el tratamiento 
con la quimioterapia adyuvante no mejora la sobrevida en pacientes con tumores que poseen 
MSI-H comparado con aquellos que no recibieron dicha medicación como terapia adyuvante 
(128, 173, 174). Además, distintas publicaciones indican que la utilización de 5-FU o 
Capecitabina/Leucovorina es inefectiva en CCR con MSI en estadio II (112, 131, 175) lo cual 
es consistente con los datos preclínicos que muestran que la deficiencia en el sistema MMR 
está asociada con  resistencia al 5-FU en células de CCR (102, 176, 177). 
Los valores pronósticos/predictivos de la deficiencia en MMR fueron investigados en 
457 pacientes con CCR en estadios II y III desde 5 estudios aleatorizados que evaluaron la 
administración de 5-FU más LV o Levamisol como terapia adyuvante vs. sólo cirugía. Los 
autores hallaron que los pacientes que poseían deficiencia en MMR tenían una mejor 
sobrevida y no se beneficiaban de la terapia con 5-FU, independientemente del estadio, 
cuando se los comparaba con aquellos que no poseían deficiencia en MMR. Cuando anexaron 
los datos de los pacientes de diferentes trabajos anteriores, englobaron un total de 1027 
pacientes y luego del análisis de esta nueva información, ellos observaron que se mantenían 
las conclusiones y además visualizaron que en el estadio II de CCR con deficiencia en MMR 
el tratamiento adyuvante estuvo asociado con una disminución de la sobrevida global (HR: 
2,95; 95% IC, 1,02-8,54; P =0,04) (178). 
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A partir del estudio ACCENT (Adjuvant Colon Cancer Endpoints) (7.803 pacientes 
con CCR en estadio II y III), se vió que entre los pacientes con CCR en estadio II quienes 
recibieron solo cirugía y eran deficientes en el MMR estaban asociados a un mayor tiempo de 
recurrencia (HR: 0,27; 95% IC, 0,10-0,75; P = 0,01) y mejor sobrevida (HR: 0,27; 95% IC, 
0,10-0,74; P = 0,01) comparado con aquellos que no poseían alterados el MMR. Pero esto no 
sucedía en el estadio III (HR: 0.59; 95% IC, 0,28-1,23; P = 0,162). En pacientes con CCR 
estadio II tratados con 5-FU, el tiempo de recurrencia y la sobrevida global, no diferían entre 
los casos que poseían deficiencia del MMR y los que no la poseían (Tiempo de recurrencia, 
HR: 0,81, 95% IC, 0,55-1,19; P = 0,29; SG, HR: 0,87; 95% IC, 0,61-1,26; P = 0,47). A 
diferencia del grupo anterior, en CCR estadio III deficientes en MMR, los pacientes tratados 
con 5-FU tuvieron una mejor sobrevida comparado con los que no poseían deficiencias en 
MMR (Tiempo de recurrencia, HR: 0,80, 95% IC, 0,66-0,97; P = 0,025; SG, HR: 0,79; 95% 
IC, 0,65-0,97; P = 0,023) (113). 
En línea con lo expuesto anteriormente y extrapolando nuestros hallazgos, podemos 
decir que cuando analizamos el tratamiento adyuvante en los pacientes de nuestra serie de 
casos, vimos que había una tendencia hacia una mejor SG cuando no se suministraba dicho 
tratamiento en los pacientes con tumores MSI(+) vs. aquellos que presentaban tumores MSI(-) 
(p=0,08). En tanto que la SLE no tuvo diferencias entre ambos grupos. Nuevamente, estos 
resultados pueden sustentarse en que las personas que poseen tumores con MSI(+) muestran 
un mejor pronóstico general. 
Al momento de analizar los resultados del tratamiento adyuvante por estadio, debemos 
tener en cuenta que el estadio I no tiene indicación de este tipo tratamiento y que no tuvimos 
pacientes con tumores MSI(+) en estadio IV. En cuanto al estadio II, solo hubo pacientes no 
tratados con adyuvancia en el grupo con tumores MSI(+) y a pesar de que éstos tuvieron un 
100% de SG, esta variable no logró ser estadísticamente significativa cuando se lo comparó 
con el grupo con tumores MSI(-) (SG de 70%) con el mismo estadio y sin tratamiento 
adyuvante (Figura 49). El análisis de SLE en estos 2 grupos no mostró diferencias 
significativas.  
En nuestra serie de casos, la mayoría de los pacientes con tumores MSI(+) y estadio 
III, recibieron tratamiento adyuvante (5/6) y cuando se analizó SG y SLE, se pudo observar 
que no había diferencias significativas cuando se las comparó con pacientes que poseian 
tumores MSI(-) con el mismo tratamiento adyuvante e igual estadio (n=21). 
Nuestra limitación a la hora de realizar el análisis de tratamiento por estadio fue poseer 
un número bajo para los grupos analizados, y al no ser un estudio aleatorizado, tampoco 
pudimos observar por ejemplo qué hubiera pasado con la SG y SLE en pacientes con tumores 
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MSI(+) en estadio II que recibieron tratamiento adyuvante o aquellos pacientes con tumores 
MSI(+) en estadio III que no recibieron tratamiento adyuvante. 
A pesar de que el número de pacientes con CCR MSI(+) fue bajo para sacar 
conclusiones con sustento estadístico sobre los diferentes tratamientos en los diferentes 
estadios, podríamos afirmar con nuestros resultados, sumados a la bibliografía reciente, que la 
determinación del estado MSI(+) en pacientes con CCR puede proveer una valorable 
información pronóstica y predictiva, ayudando al equipo médico en las decisiones que se 
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1. Observamos una excelente correlación entre los resultados encontrados para 
los tres microsatélites estudiados utilizando la EC y la PCR-HRM, avalando la aplicación de 
esta última a los análisis de MSI con muestras clínicas. 
 
2. La frecuencia del 10% de CCR MSI(+) en nuestra serie de casos, es 
concordante con lo publicado en la literatura, reforzando la idea de una disminución en el 
número de microsatélites a estudiar, haciendo énfasis en una minuciosa elección de los 
mismos al momento del análisis. 
 
3. La incorporación de CAT25 al panel (BAT25 y BAT26) produjo resultados 
concordantes a los obtenidos en poblaciones con otras etnias, e inéditos para Argentina, 
mostrando la mejor efectividad de los tres marcadores en nuestro estudio para identificar un 
tumor MSI(+), ya que sus VPP y VPN fueron del 100%.  
 
4. El estudio de monomorfosidad de los tres microsatélites, demostró una 
cuasimonomorfosidad alélica de los mismos en nuestra población. Este resultado permite 
simplificar el estudio de MSI con estos marcadores utilizando sólo muestra tumoral, 
independizándose de ADN de células normales. Sin embargo, utilizando PCR-HRM no se 
puede optar por el análisis simplificado ya que siempre se debe comparar una muestra 
―normal‖ vs. la tumoral. 
 
5. Nuestros resultados avalan el uso de este nuevo panel (CAT25, BAT25 y 
BAT26) para el estudio de MSI en CCR de nuestra población. 
 
6. El estudio de IHQ mostró la ausencia de las enzimas MLH1 y PMS2, y la 
presencia de MSH2 y MSH6. La falta de una correcta expresión en el tumor de las enzimas 
citadas, ratifica la carencia de corrección en los errores de replicación del ADN demostrada 
por el acortamiento en el largo de los microsatélites en los CCR con MSI(+). 
 
7. Las variables y características, que en nuestra serie de casos estuvieron 
correlacionadas a pacientes con tumores que poseían MSI(+) fueron: localización en colon 
derecho, histología tumoral mucinosa y género femenino, en tanto que la presentación de 
metástasis, solo llegó a mostrar una tendencia con significación estadística a pesar de que 
ningún caso con MSI(+) presentó diseminación tumoral a otros órganos. 
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8. El análisis de los síntomas al momento del diagnóstico en nuestra serie de 
casos, muestra sintomatología compatible con lo publicado, siendo la presencia de sangre en 
heces el más prevalente. 
 
9. En el grupo de pacientes con tumores MSI(+) y que cumplían los criterios de 
Bethesda la variable edad fue significativa estadísticamente cuando se comparaba con 
aquellos que no cumplían los criterios. Aquellos que cumplen con los criterios (tres casos) 
sugieren ser casos hereditarios, pero esto se debe demostrar con el secuenciado del ADN. En 
tanto que los casos que no cumplen los criterios, sugerirían que se tratan de formas 
esporádicas de la enfermedad, lo cual también debe ser demostrado por estudios 
complementarios. 
 
10. Si bien, al presente los criterios de Bethesda se siguen utilizando y según la 
literatura son los más efectivos, los mismos son muy cuestionados y nuestros resultados se 
adhieren a esta postura. Por ello, se debería tener en cuenta la sugerencia del grupo de 
expertos de Mallorca a la hora de realizar los estudios de cribado en CCR y cáncer de 
endometrio.  
 
11. La presentación de una mejor sobrevida global en el grupo de pacientes con 
CCR MSI(+) con respecto a aquellos con su tumor MSI(-), sigue ratificando un mejor 
pronóstico para estos casos. Los estudios futuros sobre neopéptidos y su alta tasa de respuesta 
inmunológica podrían terminar de confirmar la causa de esta ventaja en pacientes con CCR 
MSI(+), incluyendo además la explicación del bajo o nulo número de metástasis en ellos. En 
tanto que la SLE no tuvo diferencias significativas entre los grupos MSI(+) y (-). 
 
12. El pronóstico favorable de pacientes con CCR MSI(+) en estadio II y la falta de 
beneficio en la implementación de la terapia adyuvante con 5-FU, indica que estos pacientes 
no deberían recibir terapia adyuvante. Mientras que los pacientes con CCR MSI(+) en estadio 
III medicados con 5-FU, no muestran diferencias significativas en la SG y SLE con el grupo 
MSI(-), lo que tal vez también indique que estos pacientes (tumor MSI(+) estadio III) 
tampoco se beneficien con dicha terapia, pero no podemos afirmarlo ya que no tuvimos casos 
de este tipo sin tratamiento adyuvante. 
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ANEXO 1.  Historia del Síndrome de Lynch y familia G 
 
El SLy es una enfermedad hereditaria que involucra entre otros tumores al CCR. Los 
primeros hallazgos clínicos de este síndrome se deben a las observaciones hechas en 1913 por el 
médico patólogo Aldred Warthin (Figura 53), perteneciente en ese 
momento a la Universidad de Michigan (EE.UU.). Él había notado la 
depresión que sufría su modista alemana por la posibilidad de 
fallecer debido a un cáncer gástrico, colónico o uterino, como le 
había ocurrido a varios de sus familiares. De hecho aquella mujer 
murió a una edad muy temprana debido a un cáncer de endometrio 
(179). El Dr. Warthin estudió esta familia por 18 años y le asignó el 
nombre de ―G‖ (180). En este reporte, constató que el abuelo de la 
familia (con cáncer en sitio desconocido) poseía ancestros con 
historial de cánceres, mientras que su esposa no contaba con 
antecedentes de cáncer en su familia. A continuación se describe 
con detalle dicha familia (Figura 54). Desde esta pareja de abuelos nacieron 10 hijos, 5 
varones y 5 mujeres. Dos de las hijas fallecieron de cáncer de útero a los 40 y 55 años, 
mientras que 2 de los hijos murieron de cáncer de estómago a los 42 años y un tercero falleció 
de un cáncer en el ―abdomen‖ a los 45 años. Estos 5 individuos se habían casado con parejas 
sin historia familiar de cáncer, pero todos presentaron descendencia que fue afectada por 
cáncer en algún momento de sus vidas. Así, la hija mayor (hijo N°1) que había fallecido a los 
55 años tuvo 10 hijos:  una hija de 42 años operada de útero debido a un cáncer, otra operada a 
los 22 años por la misma causa pero se suma en ella afección en ovarios. Los 8 hijos 
remanentes no habían sufrido ningún tipo de cáncer en ese momento, pero se debe tener en 
cuenta que solo uno de ellos era mayor de 40 años al momento del relevamiento. La segunda 
hija (hijo N° 2) que había fallecido a los 40 años, había tenido 4 hijos: 2 varones y 2 mujeres, 
los primeros  murieron de cáncer de estómago e intestino, en tanto que las mujeres lo hicieron 
debido a cáncer de útero.  
La tercera hija (hijo N° 3), al momento del estudio poseía 75 años y gozaba de buena 
salud al igual que sus tres hijos de 47, 50 y 55 años. 
Los hijos N° 4 al N°7, no habían tenido problemas de cáncer de ningún tipo hasta ese 
momento. 
El hijo N° 8, un varón, falleció a los 42 años de un cáncer de estómago. Su esposa no 
tenia historia familiar de cáncer. Ellos tuvieron 8 niños, de ellos, 2 hijas murieron de cáncer 
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de útero a los 40 y 44 años, mientras que los 6 remanentes no habían tenido complicaciones, 
pero ninguno superaba en ese momento los 40 años.  
El hijo N°9, también un varón, murió de cáncer de estómago alrededor de los 41 años. 
El había sido padre de 6 hijos, los cuales había tenido con una mujer libre de historial familiar 
de cáncer. Una de sus hijas falleció de cáncer de útero, 3 niños murieron de tuberculosis a 
edades comprendidas entre 18 y 25 años. Los dos hijos sobrevivientes de esta pareja eran una 
mujer de 32 años y un varón de 29 años que se presentaban sin novedad. 
El hijo N°10 murió a los 45 años debido a un cáncer de abdomen, probablemente un 
cáncer primario de estómago. De su matrimonio con una mujer sin historia familiar de cáncer, 
habían nacido 7 hijos (4 mujeres y 3 varones), de estos uno murió a los 42 años de cáncer de 
estómago e hígado, otro de cáncer de intestino a los 47 años, mientras que un tercero había 
sido operado a los 42 años por un cáncer de útero. Los cuatro restantes, al momento de la 
publicación estaban viviendo normalmente a las edades de 30, 30, 35 y 45 años. 
De los 48 descendientes del abuelo con cáncer, 17 murieron o fueron operados de 
cáncer. El Dr. Warthin resalta el llamativo número de cánceres de útero (10 casos) y de 
estómago (7 casos) en la familia G. Además de describir en detalle esta familia deja asentado 
que los tipos de cáncer en ella, eran compatibles con una transmisión hereditaria Mendeliana 
autosómica dominante (181). 
 
Figura  54. Árbol genealógico de la familia G  
Publicado por el Dr. Warthin en 1913 [Extraído y modificado desde Warthin, 1913 (180)] 
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Warthin realizó una actualización de esta familia en el año 1925, donde comunicó que 
los cánceres que prevalecen por frecuencia son los que se presentan en tracto gastrointestinal, 
útero y ovario (182). Años más tarde, colegas de Warthin continuaron con la tarea de 
actualizar los datos de la Familia G (183).  
En 1962 durante su residencia en medicina, Henry Lynch atendió a un paciente de 
Nebraska (EE.UU.) con una historia familiar similar a la de la modista de Warthin. Esta 
persona era un probando, y mientras se recuperaba de su delirium tremens, le dio a conocer a 
Lynch que él se alcoholizaba debido a que estaba convencido de que iba a morir de CCR, 
como ―todos‖ en su familia. Lynch registró en detalle su historia familiar, la cual mostraba un 
número excesivo de casos de CCR a través de múltiples generaciones. Él lo relacionó con la 
poliposis adenomatosa familiar, un diagnóstico favorecido hasta ese momento para personas 
con familias propensas al CCR. Sin embargo, después de una intensiva revisión de historias 
clínicas de los familiares, no encontró evidencia de múltiples pólipos en colon, un sello 
distintivo de dicha enfermedad. Por lo que Lynch cuestionó su diagnóstico y se preguntó si 
ésto no sería un síndrome aún no descrito, con predisposición al CCR consistente con 
transmisión autosómica dominante, pero sin presencia de múltiples pólipos. Tiempo después, 
otros cánceres, particularmente el de endometrio fueron relacionados con esta familia, la cual 
Lynch llamó familia ―N‖ (por Nebraska).  
Marjorie Shaw de la Universidad de Michigan (EEUU) le hizo saber a Lynch que ella 
atendía a una familia con hallazgos similares a los que presentaba la familia N, esta nueva 
familia fue nombrada como la ―M‖ (por Michigan). Los pedigrís de ambas familias fueron 
publicados en 1966 (184). Aunque este fue el trabajo que revivió el tema reportado por 
Warthin, despertando gran interés, los organismos de financiamiento eran reacios a aceptar la 
probabilidad de la existencia de un Síndrome Familiar de Cáncer (SFC) con una etiología 
genética, asumiendo que el ambiente era el responsable de generar éstos cánceres, ya que las 
familias en estudio lo compartían. El hecho de que ambas familias vivieran en regiones 
cercanas, se dedicaran a trabajos rurales, con exposición a pesticidas y otros potenciales 
carcinógenos utilizados en trabajos agrícolas, hacía consistente el concepto de la etiología 
ambiental. 
El jefe de la cátedra de patología de la escuela de medicina de la Universidad de 
Michigan, invitó a Lynch a estudiar la Familia G. Esto llevó a un trabajo de revisión 
minucioso de las historias clínicas de dicha familia. Lynch y Anne Krush, una trabajadora 
social médica, viajaron luego a Alemania, de donde era originaria la Familia G; allí 
registraron más evidencia de predisposición a cánceres en dicha familia. El trabajo fue 
publicado en 1971 y reveló que hasta ese momento en la Familia G se contabilizaban más de 
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650 descendientes; 95 de ellos habían desarrollado neoplasmas malignos y 13 habían 
presentado múltiples neoplasias primarias. En sus conclusiones resaltan que los hallazgos del 
relevamiento familiar son compatibles con una enfermedad hereditaria autosómica dominante 
(185). Además, en este trabajo se comenzó a utilizar el término SFC para identificar la 
presentación de un grupo de cánceres en una misma familia (185). 
En 1984, se comenzaron a utilizar dos denominaciones en reemplazo del término SFC, 
una tomó el nombre de uno de sus descubridores, ―Síndrome de Lynch‖ (186), donde también 
se podía diferenciar al SLy tipo I si se trataba de presentación familiar exclusiva de CCR y al 
SLy tipo II  donde se encontraban las presentaciones extracolónicas, como por ejemplo cáncer 
de útero. La denominación alternativa fue ―cáncer colorrectal no polipósico hereditario‖(187)., 
pero esta última denominación no incluía a aquellos pacientes con localizaciones tumorales 
extracolónicas, por lo que un grupo de consenso europeo sugirió volver al nombre de SLy  
para los casos que se presentaran en aquellas familias con estudios genéticos que indicasen 
falta de actividad de alguna enzima del sistema MMR (43).  Así, los síndromes como el de 
Muir-torre [el cual posee presentación de cáncer sebáceo de piel como adenoma, epitelioma o 
carcinoma, además de cánceres internos, siendo el más frecuente el de colon proximal (188)] 
y Turcot tipo 1 [caracterizado por presentar tumores primarios de CCR y sistema nervioso 
central, principalmente glioblastoma (189)], quedan englobados en el término SLy a causa de 
que su etiología es debido a fallas en el sistema MMR (190, 191). 
Si bien hay consenso sobre la utilización del término SLy (190, 192), en la actualidad 
continúan apareciendo publicaciones que utilizan el término HNPCC. Un estudio reciente 
postula que en realidad el nombre del síndrome debería ser Warthin-Lynch en honor a sus 
principales descubridores, lo cual pareciera lo más razonable (193). Lynch, actualizó los 
registros de la familia G en el año 2005. A esa fecha, había 929 miembros de dicha familia 
pertenecientes a 7 generaciones, todos ellos descendientes de aquel abuelo que había nacido 
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ANEXO 2.  Criterios de Amsterdam y Bethesda 
 
Criterios de Amsterdam I y II 
 
Criterios de Amsterdam I 
 
Al menos tres familiares con histología verificada para CCR y todos los criterios deben cumplirse: 
1- Uno es un familiar de primer grado de los otros 2; 
2- Al menos 2 generaciones sucesivas afectadas; 
3- Al menos 1 de los familiar con diagnóstico de CCR y <50 años. 
4- Poliposis adenomatosa familiar debería excluirse. 
5- Los tumores deberían verificarse de ser posible  por un patólogo. 
 
Criterios de Amsterdam II 
 
A los criterios de Amsterdam I se suma: Al menos 3 familiares con un cáncer asociado a HNPCC [Colorrectal, endometrio, 
estómago, ovario, uréter/pelvis renal, cerebro, intestino delgado, tracto hepatobiliar y piel (tumor sebáceo)]  
1- Al menos 1 de los cánceres relacionados al síndrome debería ser diagnosticado en pacientes  <50 años. 
2- Poliposis adenomatosa familiar debería excluirse en todos los casos de CCR.  
 
Criterios de Bethesda revisados 
 
Los tumores CCR deberían ser testeados para MSI en las siguientes situaciones: 
1- CCR diagnosticado en un paciente <50 años. 
2- Presencia de CCR sincrónico o metacrónico u otro cáncer asociado a HNPCC independientemente de la edad. 
3- CCR con histología compatible con MSI-H * en un paciente <60 años. 
4- CCR diagnosticado en uno o más familiares de primer grado o un tumor asociado a HNPCC, con uno de los 
cánceres diagnosticado en  un paciente <50 años. 
5- CCR diagnosticado en 2 o más familiares de primer o segundo grado o un tumor asociado a HNPCC 
independientemente de la edad. 
* Histología mucinosa, con células en anillo de sello, crecimiento medular, bajo grado de diferenciación 
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ANEXO 3.  Interpretación de curvas de fusión de alta resolución 
 
La identificación de variaciones en la secuencia del amplicón amplificado mediante 
inspección visual de las curvas de fusión, debería ser sencilla con el uso de un programa 
informático adecuado. Se comienza con el análisis de los datos sin procesar u originales  
(Figura 55). Para la normalización de esta información se seleccionan dos regiones lineales 
una antes y otra después de la transición principal de fluorescencia. Estas regiones definen dos 
líneas para cada curva, una por encima del 100% de fluorescencia y la más baja equivale al 
0%. El porcentaje de fluorescencia dentro de la transición (entre las dos regiones) se calcula 
en cada temperatura como la distancia de los datos experimentales comparado a la distancia 
entre las líneas superior e inferior (130). 
 
 
Figura  55. Curvas de Fusión- Datos sin procesamiento 
La gráfica muestra diferentes curvas de fusión que aún no pueden ser comparadas por la falta de normalización 
 
Se logra así, la normalización, la cual permite que todas las curvas puedan ser 
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Figura  56. Curvas de Fusión- Datos Ajustados 
Para lograr la normalización de los datos se ajustan los segmentos de las curvas a analizar proporcionando al 
programa el 100% y el 0% de fluorescencia que nos interesa ver, cuidando de no dejar los rangos de 
temperaturas elegidos en la fase de fusión. 
 
 
Figura  57. Curvas de Fusión- Datos Normalizados 
Mediante la normalización las curvas de fusión pueden ser comparadas entre sí, permitiendo de esta manera ver 
la presencia de variantes desde un producto asignado como control o de referencia. 
 
La diferencia entre las curvas suele visualizarse en forma más clara usando gráficos de 
diferencia de fluorescencia (gráfica diferencial), en donde se estudia la fluorescencia generada 
por una curva de referencia y se la compara con el resto de las curvas de fusión generadas por 
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las demás muestras en función de la temperatura, logrando una mejor separación de las curvas 
en la gráfica (Figura 58) 
 
Figura  58. Curvas de Fusión- Gráfica diferencial 
Luego de la normalización, las curvas de fusión también pueden ser comparadas entre si utilizando la gráfica 
diferencial que es otra forma de apreciar la presencia de variantes desde un producto asignado como control o 
de referencia.  
 
 
Cuando se trabaja con mutaciones conocidas, los controles que deben analizarse con 
las muestras en la misma corrida permiten en muchos instrumentos realizar un auto-llamado 
de los resultados. Esto facilita la visualización de los resultados cuando se manejan corridas 
con muchas muestras, para no tener que observarlas individualmente. 
Pero cuando no se conoce demasiado sobre la secuencia que engloban los iniciadores 
de la PCR, como es el caso del estudio de MSI, el control a utilizar es el ADN desde células 
―sanas‖ [células peritumorales normales o leucocitos de sangre periférica (SP)]. Esto permite 
comparar lo ―normal‖ contra lo alterado (tumor) desde un mismo individuo y si hubiere una 
disminución o aumento en el número de bases respecto a la secuencia normal, esto se 
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1. Equipamiento con capacidad para realizar curvas de fusión de alta resolución 
 
La realización de un estudio de HRM necesita de aparatología específica con 
características ya descritas. Se pueden apreciar plataformas comerciales que analizan las 
muestras en tubos capilares, microplacas y tubos de PCR convencionales; además las formas 
de transferencias de calor pueden variar de un instrumento a otro, como calentamiento por 
aire o bloques metálicos que utilizan el efecto peltier. Estos últimos tienden a ser menos 
homogéneos en la distribución de temperaturas en los diferentes pocillos de corrida (95, 195) 
(Figura 59).  Los modos de adquisición de la fluorescencia a medida que se va generando la 
curva de HRM también difieren, en consecuencia las lecturas de fluorescencia pueden 
tomarse en modos ―paso a paso‖ o ―continuas‖ en un rango de temperaturas asignado. Con el 
método continuo se toman lecturas constantes con la mayor rapidez posible, a medida que 
aumenta la temperatura. Si se utiliza el modo paso a paso el instrumento adquiere lecturas 
desde los tubos de reacción a temperaturas fijas, logrando recolectar mayor número de 
lecturas por grado centígrado asignado, esto enlentece el procedimiento y además pereciera 
generar mayor interferencia de fondo que el modo continuo (95). 
Teniendo en cuenta estas variables, se han podido apreciar diferencias en la capacidad 
de resolución de las curvas de fusión dependiendo de la tecnología utilizada (95, 196). 
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Figura  59. Curvas de HRM normalizadas, y perfiles térmicos desde bloques de diferentes instrumentos 
El análisis esta realizado sobre un amplicón de β-globina de 110 pares de bases. Las curvas para el homocigota 
normal se muestran en verde, las del homocigota mutante en rojo, el mutante simple heterocigota  (c. 20A>T) en 
negro y el doble heterocigota mutante [c.(9C>T; 20A>T)] en azul. A- Curvas de fusión normalizadas desde 
cada instrumento. B- Curvas de fusión de cambio de temperatura usada para análisis de heterocigotas. C- Perfil 
dinámico de fusión de todos los bloques de los instrumentos utilizados, referenciando las posiciones a la 
temperatura de fusión del implicó normal. Se puede ver claramente la falta de homogeneidad de temperaturas 
en las diferentes posiciones de la placa de amplificación. Los mejores resultados son obtenidos en el 
LightScanner. LC Green® Plus fue usado como la marca intercalante de ADN para todos los instrumentos, a 
excepción del Stratagene Mx30005p, el cual requiere el uso de SYBR Green I. TF: temperatura de fusión. 
Extraído y modificado de herrmman y col.,2007 (195). 
 
A medida que el largo del amplicón se incrementa en el diseño de un estudio, las 
diferencias entre la secuencia nativa en comparación con la alterada van disminuyendo y se 
vuelve más difícil poder apreciar alteraciones mínimas en la secuencia. En consecuencia, 
cualquier variación debida al instrumento utilizado para realizar el análisis de HRM 
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disminuirá la exactitud de la prueba, particularmente en productos de mayor extensión (130). 
Las variables que se deben destacar en la capacidad de un aparato para el análisis de una 
curva de fusión son el control y medición de la temperatura, además de una captación nítida 
de la fluorescencia. El control de la temperatura determina variaciones intra e intermuestras 
(para sistemas peltier). La resolución de las mediciones de temperatura y fluorescencia 
dependen del sensor y el ruido electrónico, la intensidad de la señal, el tiempo de integración 
y la capacidad de conversión de los datos analógicos a digitales (95). 
En un estudio publicado en 2014, se pudo apreciar que la mejor adquisición de 
fluorescencia se daba en aparatología que analizaba una muestra a la vez (tubo/capilar) y no 
en aquella que utilizaba iluminación y adquisición de placa completa (196). En este trabajo se 
utilizaron 9 instrumentos con capacidad para realizar curvas de HRM, y las características de 
los mismos se muestra en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Listado y características de instrumentos de PCR en tiempo real con capacidad para realizar PCR-HRM 
aFD, fotodiodo; CCD, charge-coupled device; FMT, tubo fotomultiplicador. b El fabricante no pudo proveer el rango de la longitud de  onda. 
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ANEXO 4.  Estadificación, sistema TNM y estadios en CCR 
 
El primer sistema de estadificación usado para clasificar los CCR fue el de Dukes, 
publicado en 1932 (197) y modificado por Astler y Coller (198). En la actualidad la 
estadificación para el CCR es realizada mediante la clasificación TNM, la cual fue 
desarrollada entre 1943 y 1952 por el Profesor Doctor Pierre Denoix en el Instituto Gustave-
Roussy (Villejuif, Francia). En el sistema TNM: La T más una letra o un número (0 a 4) se 
utilizan para describir la profundidad con la cual el tumor primario se ha extendido dentro del 
revestimiento del intestino el cual está formado por varias capas de tejido (Figura 60). La N se 
refiere a la extensión de cáncer que se ha diseminado a los ganglios (o nódulos) linfáticos 
cercanos. La M se refiere a si el tumor primario ha hecho o no metástasis. Algunos estadios 
también se dividen en grupos más pequeños que permiten describir el tumor incluso con más 
detalle 
La Unión Internacional Contra el Cáncer (UICC, del inglés International Union 
Against Cancer)(199) definió los siguientes objetivos para el uso de la estadificación TNM: 
1- Ayudar a los médicos en planificar el tratamiento. 
2- Orientar en el pronóstico de la enfermedad. 
3- Ayudar a evaluar los resultados del tratamiento. 
4- Facilitar el intercambio de información entre diferentes centros de tratamiento. 
5- Contribuir a la investigación continua de enfermedades malignas humanas. 
En 1987 se unificaron las clasificaciones TNM divergentes propuestas hasta ese 
momento por el Comité Americano de Cáncer (AJCC, del inglés American Joint Committee 
on Cancer) y la UICC.  Este sistema es revisado cada 6-8 años, teniendo en cuenta el aporte 
de nuevos datos clínicos, anatomopatológicos y biológicos que puedan influir en el manejo y 
pronóstico de la enfermedad. En el año 2010 se publicó la última edición (Séptima edición) de 
esta clasificación (200) 
.  
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Figura  60. Corte histológico de la pared del intestino grueso 
 
Tumor Primario (T)  
TX: El tumor primario no puede ser valorado. 
T0: No hay evidencia de tumor primario.  
Tis: Carcinoma in situ: intraepitelial o invasión de la lámina propia
1 
T1: tumor que invade la submucosa. 
T2: tumor que invade la muscularis propia. 
T3: tumor que invade muscularis propia hasta tejidos pericolorrectales. 
T4a: tumor que penetra la superficie del peritoneo visceral.
2 
T4b: tumor que invade otros órganos o estructuras. 
2,3 
 
1- Tis incluye células tumorales confinadas dentro de la membrana basal glandular (intraepitelial) o lámina 
propia de la mucosa (intramucosa), sin compromiso de la muscular mucosa hacia la submucosa. 
2- Invasión en T4 incluye el compromiso de otros órganos u otros segmentos del colorrecto como 
resultado de directa extensión a través de la serosa, confirmado por examinación en microscopio 
(ejemplo: invasión del colon sigmoides por un carcinoma de ciego) o, por cánceres en una localización 
retroperitoneal o subperitoneal, invasión directa de otros órganos o estructuras por extensión mas allá de 
la muscular propia (Esto podría ser, un tumor sobre la pared posterior del colon descendente invadiendo 
el riñón izquierdo o la pared abdominal lateral; o un cáncer de recto medio o distal con invasión de 
próstata, vesículas seminales, cérvix o vagina). 
3- Un tumor que esta adherido a otros órganos o estructuras, burdamente es clasificado como cT4b. Sin 
embargo si no hay tumor adherido, microscópicamente la clasificación debería ser pT1-4a dependiendo 
de la profundidad de la invasión de la pared a nivel anatómico. La clasificación V y L deberían 
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utilizarse para identificar la presencia o ausencia de invasión vascular o linfática, respectivamente. 
Mientras que el factor sitio específico PN debería usarse para invasión perineural. 
 
 
Ganglios linfáticos regionales (N)
1
  
La ―N‖ en el sistema TNM corresponde a la invasión hacia ganglios linfáticos. Estos 
ganglios son órganos minúsculos con forma ―arriñonada‖ ubicados en todo el cuerpo que 
ayudan a combatir infecciones, ya que forman parte del sistema inmunológico del cuerpo. Los 
ganglios linfáticos cercanos al colon y al recto se denominan ganglios linfáticos regionales 
(Figura 61). El resto conforma los ganglios linfáticos distantes, es decir, que están ubicados en 
otras partes del cuerpo, diferentes a las que tenemos en estudio. 
 
 
Figura  61. Distribución anatómica de ganglios linfáticos regionales en colon y recto 
 
 
NX: ganglios linfáticos regionales sin valoración. 
N0: no hay metástasis en los ganglios linfáticos regionales.  
N1: Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos regionales.  
N1a: Metástasis en 1 ganglio linfático regional.  
N1b: Metástasis en 2–3 ganglios linfáticos regionales. 
N1c: Tumor en subserosa, mesenterio, o tejido perirectal sin metástasis en ganglios 
regionales. 
N2: Metástasis en 4 o más ganglios linfáticos regionales 
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N2a: Metástasis en 4 a 6 ganglios linfáticos regionales 
N2b: Metástasis en 7 o más ganglios linfáticos regionales 
 
 
1- Un nódulo peritumoral satélite en el tejido adiposo pericolorectal de un carcinoma primario sin 
evidencia histológica de nódulos linfáticos residuales en el nódulo, puede representar diseminación 
discontinua, invasión venosa con diseminación vascular  (V1/2), o un nódulo linfático tomado 
totalmente (N1/2). Los nódulos tomados deberían contarse como nódulos positivos en la categoría 
―N‖, mientras que una diseminación discontinua o invasión venosa deberían ser clasificadas y 
englobadas en la categoría del factor sitio-específico ―deposito tumoral‖ (TD) 
 
 
Metástasis (M)  
La letra ―M‖ en el sistema TNM describe el cáncer que se ha diseminado a otras partes 
del cuerpo, como el hígado o los pulmones. Esto se denomina metástasis a distancia 
 
M0: tumor sin metástasis.  
M1: tumor con metástasis.  
M1a: Metástasis confinada a un órgano o sitio (ejemplo: hígado, pulmón, ganglio no 
regional etc.) 




Los médicos también describen este tipo de cáncer según su grado (G), lo cual 
describe qué tan parecidas son las células cancerosas a las células sanas cuando se las observa 
a través de un microscopio. El médico compara el tejido canceroso con tejido sano. 
Habitualmente, el tejido sano contiene diferentes tipos de células que se agrupan. Si el cáncer 
tiene un aspecto similar al tejido sano y contiene diferentes agrupaciones de células, se lo 
denomina tumor diferenciado o de bajo grado. Si el tejido canceroso luce muy diferente al 
tejido sano, se lo conoce como tumor poco diferenciado o de alto grado. El grado del cáncer 
puede ayudar al médico a predecir qué tan rápido se diseminará el cáncer. En general, 
mientras más bajo es el grado del tumor, mejor es el pronóstico. 
GX: no se puede identificar el grado del tumor. 
G1: las células se asemejan más a las células sanas (denominadas bien diferenciadas). 
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G2: las células se asemejan en algo a las células sanas (denominadas moderadamente 
diferenciadas). 
G3: las células se asemejan menos a las células sanas (denominadas poco 
diferenciadas). 
G4: las células apenas se asemejan a células sanas (denominadas no diferenciadas). 
 
1.1 Agrupación de los estadios del cáncer 
 
En la nomenclatura de la estadificación del CCR se suele asignar el estadio del cáncer 
combinando las clasificaciones T, N y M (Tabla 8). 
Estadio 0: se denomina cáncer in situ. Las células cancerosas se encuentran solo en la 
mucosa, o revestimiento interno, del colon o el recto. 
Estadio I: el cáncer ha crecido y atravesado la mucosa invadiendo la capa muscular 
del colon o el recto. No se ha diseminado a los tejidos cercanos o ganglios linfáticos (T1 o T2, 
N0, M0). 
Estadio IIA: el cáncer ha crecido y atravesado la pared del colon o del recto, pero no 
se ha diseminado a los tejidos o ganglios linfáticos cercanos (T3, N0, M0). 
Estadio IIB: el cáncer ha crecido a través de las capas musculares hasta llegar al 
revestimiento del abdomen, denominado peritoneo visceral. No se ha diseminado a ganglios 
linfáticos cercanos ni a ninguna otra parte (T4a, N0, M0). 
Estadio IIC: el tumor se ha diseminado a través de la pared del colon o del recto y ha 
invadido estructuras cercanas. No se ha diseminado a ganglios linfáticos cercanos ni a 
ninguna otra parte (T4b, N0, M0). 
Estadio IIIA: el cáncer ha crecido a través del revestimiento interno o en las capas 
musculares del intestino y se ha diseminado hacia uno a tres ganglios linfáticos, o hacia un 
ganglio del tumor en tejidos que rodean el colon o el recto que no parecen ser ganglios 
linfáticos, pero no se ha diseminado hacia otras partes del cuerpo (T1 o T2; N1 o N1c, M0 o 
T1, N2a, M0). 
Estadio IIIB: el cáncer ha crecido a través de la pared intestinal o en los órganos 
circundantes y en uno a tres ganglios linfáticos, o hacia un ganglio del tumor en tejidos que 
rodean el colon o el recto que no parecen ser ganglios linfáticos, pero no se ha diseminado a 
otras partes del cuerpo (T3 o T4a, N1 o N1c, M0; T2 o T3, N2a, M0; o T1 o T2, N2b, M0). 
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Estadio IIIC: independientemente de la profundidad con que se extendió el cáncer de 
colon, se ha diseminado a cuatro o más ganglios linfáticos, pero no a otras partes distantes del 
cuerpo (T4a, N2a, M0; T3 o T4a, N2b, M0; o T4b, N1 o N2, M0). 
Estadio IVA: el cáncer se ha diseminado a una sola parte distante del cuerpo, como el 
hígado o los pulmones (cualquier T, cualquier N, M1a). 
Estadio IVB: el cáncer se ha diseminado a más de una parte del cuerpo (cualquier T, 
cualquier N, M1b). 
Recurrente: un cáncer recurrente es el cáncer que ha reaparecido después del 
tratamiento. La enfermedad puede hallarse en el colon, el recto o en otra parte del cuerpo. Si 
el cáncer regresa, se realizará otra serie de pruebas para obtener información sobre el alcance 
de la recurrencia. Esas pruebas y exploraciones generalmente son similares a aquellas que se 
realizan al momento del diagnóstico original. 
 
Tabla 8. Estadio y clasificación TNM. 
 
Nota: cTNM es la clasificación clínica, pTNM es la clasificación patológica. El prefijo ―y‖ es usado para 
aquellos cánceres que son clasificados luego de un tratamiento neoadyuvante, por ejemplo: ypTNM. Los 
pacientes quienes poseen una respuesta patológica completa se denominan ypT0N0cM0, que pueden ser 
similares al estadio 0 o I. El prefijo ―r‖ se utiliza para aquellos casos que recurrieron luego de un intervalo libre 
de enfermedad (rTNM). 
 
 
 
 
 
  
